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Résumé
L'objectif de cette eétude est la valorisation énergétique de la plante Opuntia Ficus Indica pour produire

du bioéthanol par la bioconversion anaérobie en présence de la levure Saccharomyce scerevisiae. La
production de bioéthanol de deuxiéme génération est réalisée en cinq étapes principales : Préparation de
substrat avant la fermentation, hydrolyse par chaleur, préparation de 1’inoculum, la caractérisation du
substrat utilisé puis la fermentation éthanoique et la distillation alcoolique. Dans cette recherche, nous
avons varié la masse du cactus dans le milieu de fermentation pour montrer leur importance et leur
influence sur la production de bioéthanol. Au cours de ces fermentations nous avons suivi des différents
parametres tels que: le pH, la concentration des sucres réducteurs, la croissance cellulaire, le degré
alcoolique et les volumes de bioéthanol. Les résultats ont montré que la poudre d’OFI a permet
d’améliorer le métabolisme cellulaire en améliorant le rendement du bioéthanol obtenu. Aussi, nous

avons optimisé la quantité de cette poudre ajoutée qui est de 300g de cactus par 1.5ml d'eau.

Mots clés: Opuntia Ficus Indica, bioéthanol, Saccharomyce scerevisiae, fermentation, Facteur de
croissance.
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Summary

The objective of this study is the energy recovery of the Opuntia Ficus Indica plant to
produce bioethanol through anaerobic bioconversion in the presence of the yeast Saccharomyce
scerevisiae. The production of second-generation bioethanol is carried out in five main stages:
Substrate preparation before fermentation, heat hydrolysis, inoculum preparation, characterization
of the substrate used then ethanoic fermentation and alcoholic distillation. In this research, we
varied the mass of the cactus in the fermentation medium to show their importance and influence
on bioethanol production. During these fermentations we followed different parameters such as:
pH, concentration of reducing sugars, cell growth, alcoholic degree and volumes of bioethanol.
The results showed that OFI powder improved cellular metabolism by improving the yield of the
bioethanol obtained. Also, we have optimized the amount of this added powder which is 300g of
cacti per 1.5ml of water.

Keywords: Opuntia Ficus Indica, bioethanol, Saccharomyce scerevisiae, fermentation, Growth

factor.
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Introduction

Introduction
L’augmentation rapide de I’industrialisation et la surpopulation exigent de trouver

d’autres sources d’énergies, moins polluantes, pour minimiser les effets du réchauffement
climatique (Althurietal, 2018). De ce fait, 1’éthanol produit a partir des matiéres
lignocellulosiques est 1'une des alternatives les plus appropriées pour remplacer des
combustibles fossiles parce qu’elles fournissent de 1’énergie renouvelable et consomment

moins de carbone que I’essence (Subramanian, 2018).

Le bioéthanol de deuxiéme génération est obtenu par fermentation des cultures non
alimentaires telles que les bio déchets et biomasse lignocellulosique. Dans ce travail nous

avons utilisé la plante Opuntia ficus-indica comme une biomasse.

Opuntia ficus indica est une xérophyte qui produit des fruits comestibles ainsi que du
fourrage pour le bétail. Ses raquettes sont riches en eau et en éléments riches en nutriments. Il
peut étre considéré comme une espece appropriée pour I’agriculture a long terme dans les
régions arides et semi-arides, grace a sa résistance a la sécheresse et a sa contribution a la
nutrition humaine et animale (Arba, 2009). Elle a d’abord été introduite dans la région
méditerranéenne vers la fin du 15éme siécle, puis en Afrique du Nord & la fin du 16°™ (Arba,
2009).

La production de biocarburant a partir de la biomasse lignocellulosique s’effectue dans
plusieurs étapes : un prétraitement nécessaire pour ¢liminer la lignine ou I’hémicellulose afin
de libérer la cellulose, une dépolymérisation des polymeres glucidiques pour obtenir des
sucres libres par I’action de la cellulase. Ensuite, une fermentation des sucres hexose et/ou
pentose pour produire de 1’éthanol, enfin, une distillation pour récupérer 1’éthanol pur

(Canilha et al, 2012).
Le but de ce travail est la valorisation des sous-produits d’Opuntia ficus-indica et la

production de bioéthanol. Il en globe deux parties contenant 05chapitres :

+ La premiére partie de ce mémoire présente une synthese bibliographique divisée en

trois chapitres:
v' Le premier chapitre rapporte des données générales sur Opuntia ficus-indica, Il

présente également la classification, I"utilisation et I’importance de cette plante |

v’ Le deuxiéme chapitre porte sur les biocarburants en générale, ce chapitre présent les
différents types des biocarburants, leurs voies de production et aussi sur le bioéthanol

et leur utilisation dans divers domaines.
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v' Le troisieme chapitre se focalise sur la fermentation alcoolique qui permet de
transformer les sucres simples en bioéthanol, et aussi sur le microorganisme utilisé (la

levure).
+ La deuxieme partie comporte deux chapitres :
v Matériel et méthodes expérimentales utilisés dans le présent projet.

v Cinquiéme chapitre qui va contenir I’ensemble des résultats obtenus, des courbes et

des tableaux et leurs interprétations et discussions.

Ce travail de mémoire est cléturé par une conclusion générale et des perspectives pour un

travail ultérieur
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Chapitre I : Généralités sur la plante Opuntia Ficus-Indica

Introduction

Opuntia ficus-indica (OFI) ou Figuier de Barbarie, est une plante succulente de type
CAM (Crassulacean Acid Metabolism).Elle pousse dans des conditions semi-arides et
développe des adaptations physiologiques et morphologiques pour résister a la sécheresse,
aux vents forts, aux tempétes de sable et au sirocco (Sadok et al, 2009). C’est un arbuste
commun en Algeérie, elle peut atteindre 2 a 3 metres de haut et occupe une place importante
dans le paysage rural, avec des plantations plus ou moins réguliéres en cerclant les villages,
limitant la taille des parcelles agricoles ou de paturage (Adjeroud et al, 2018).

Opuntia ficus-indica est une plante médicinale connue pour ses nombreux avantages pour
la santé et attirant 1’attention dans un large éventail d’applications, y compris 1’agriculture, la

transformation des aliments et le traitement des eaux usées (Adjeroud et al, 2018).

I. Classification de la plante

Classe: Magnoliopista
Ordre: Cayophyllide
Famille: Cactaceae
Genre: Opuntia

Espece: ficus-indica

Figure 1.1: Photo de la plante Opuntia ficus-indica



Chapitre I : Généralités sur la plante Opuntia Ficus-Indica

Il. Importance de la plante O. ficus-indica
Le fruit du figuier de barbarie est la figue. C’est un fruit délicieux et nutritif. Il est riche en

vitamine C et contient de 1’albumine, du sucre insoluble et du mucilage (un composant
végétal visqueux qui peut coaguler et geler lorsqu’il est exposé a 1’alcool) (Sadoket al,
2009).

Le jus de cladodes d'opuntia ficus-indica extrait par pression a montré une composition
intéressante en sucres, polyphénols et acide ascorbique qui se différe selon le stade de la
croissance. Il apparait que les organes les plus jeunes ayant moins de 170 g sont les plus
riches en éléments nutritifs. La richesse des cladodes d’Opuntia en minéraux tels que :
magnésium, potassium, calcium et les fibres peut constituer un apport qualitatif sur le plan
nutritionnel. La chlorophylle présente également un apport non négligeable, son rdle vis a vis
des tumeurs a été rapporté par de nombreux chercheurs (Sadok et al, 2009).

L'addition du jus des cladodes dans le yaourt accélére la cinétique de fermentation, réduit la
durée de fabrication et peut donc s'avérer d'un gain économique non négligeable. Parmi les
avantages, 1’acidité du yaourt aurait un effet réduit sur les muqueuses gastriques grace a la
protection apportée par le mucilage. (Sadok et al, 2009).

I11. Différentes espéces de la plante O. ficus-indica

Le genre opuntia est le plus important et le plus répandu de la famille des cactacées.
Il comprend environ 300 especes réparties en quatre sous-genres:

v’ brasiliopuntia : tronc non articles cylindriques et aplatis,

v cylindropuntia : articles cylindriques portant des épines,

v platyopuntia : articles aplatis en raquettes, feuilles petites et caduques,

épines nongainées

v' Opuntia ficus-indica : plus connue sous le nom de figuier de barbarie,

appartient audernier sous genre de I’Opuntia (Arba, 2009).
V. Utilisation de la plante OFI
IV.1. Utilisation du fruit

La capacité de la plante OFI s’adapter aux climats arides et semi-arides est un avantage
écologique et socioéconomique indéniable. Elle constitue une Protection contre la
désertification et I’érosion des sols (Habibi, 2004). On peut préparer de la confiture et de

boissons a partir de ce fruit ou bien le Consommer cru.
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Il est trés nutritif et il peut étre utilisé comme complément alimentaire pendant les saisons
de transition de 1’été et de ’automne, ainsi que pendant les années de sécheresse (Habibi,
2004). Les fruits du figuier de barbarie sont gros (30 a 150 g), bacciformes ou piriformes (49
cm), verdatres et deviennent jaunes a rouges a maturité, avec une pulpe molle juteuse, sucrée,
et un mucilage avec de nombreux petits grains. Leur pH est un peu élevé (5,6) par rapport aux
autres fruits (Habibi, 2004).

Figure 1.2: Photo du fruit 0. ficus-indica
Divers pays comme I’Italie, Mexique, Chili... exploitent ce fruit pour le transformer en
jus, miel, boissons alcoolisées, confiture et colorant alimentaire a 1’aide de différentes

techniques (Habibi, 2004 ).

Tableaul.1:Composition de la figue de barbarie Opuntia ficus-indica
( Annonyme, 1993).

Constituants Fruit(%o) Pulpe et graine(%o) Pulpe sans graine(%
)

Eau 80.0 84.5 83.6

Protéines 1.0 1.3 0.8

Lipides totaux 0.7 1.3 0.3

Glucides 14.8 8.0 10.8

Disponibles

Fibres brutes 2.3 4.4 3.6




Chapitre I : Généralités sur la plante Opuntia Ficus-Indica

IV.2. Utilisation des raquettes

IV.2.1. Production fourrageére
O. ficus-indica est considérée comme 1’espéce la plus productive dans les zones arides.

Selon les régions et son stade de croissance, sa production de matiére seche varie de 12 a 16
tonnes par hectare.Elle peut donner jusqu’a 30 tonnes par hectare Sur les terres irriguées .Sa
productivité est del,37kg/m2 /an contre 0,71kg/m2 /an en moyenne pour les autres espéces
(Benkaddoure, 2011). Une fertilisation phosphorique et azotée améliore la valeur nutritionnelle
et la productivité de la biomasse (Benkaddoure, 2011). Elles renferment un rapport
calcium/phosphore élevé et est riche en glucides, en eau et en vitamines. Donc, la valeur
fourragere varie de 0,06 a 0,08 UF/kg de raquettes (UF (Unité Fourragére)=1820Kcal)(
Benkaddoure, 2011).
Tableau 1.2: Comparaison de la composition des cladodes avec d’autres aliments
(Poupon, 1975).

Nature du fourrage Matiere Matiere Hydrate de Matiére
séche Azotée(%) Carbone(%o) Grasse(%o)
(%)
Foin de Luzerne 914 10.6 39.0 0.9
Atiplex 23.3 2.8 59 0.1
Mais ensilé 26.3 1.1 15.0 0.7
Pulpes de betterave 9.4 0.2 6.4 0.1
Sucriére
Cladodes de 10.4 0.6 5.8 0.1
I’Opuntia

1VV.2.2. Production maraichere
Les jeunes pousses d’Opuntia, appelées “Nopalitos” sont consommées comme légume au
Mexique et dans le sud des Etats Unis. Elles sont riches en vitamine C et en Calcium et

leur valeur nutritive est proche de celle de la laitue et des épinards (Benkaddoure, 2011).
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1VV.2.3. Utilisations médicinales

La medecine traditionnelle a largement utilisé le cactus grace a sa richesse en
oligoéléments naturels qui peuvent amélioré la santé humaine et la nutrition (Adli et al,
2017). Les extraits de cactus ont montré des activités anti-tumorales et antioxydants (Smida
et al, 2017). L’ effethypoglycémiant de « Nopalitos » est utilisé dans le traitement du diabete
non insulino- dépendant en Australie et en Afrique du Sud. Le mucilage isolé des raquettes

aide & abaisser les niveaux de cholestérol total dans le sang.

Cette plante est dotée de propriétés anti-inflammatoire, hypoglycémiante, cicatrisante,
antioxydant, anticancéreuse, neuroprotectrice, hépato protective, antiproliférative,
analgésique, antivirale, etc. (Petruk et al, 2017).

La plupart des plantes des cactus ont été utilisées comme médicaments, et elles ont été
transformées forme de gélules, de boissons, de pilules ou de poudres (Abdel-Hameed et al,
2014).

Les sous-produits d'Opuntia ficus-indica représentent une bonne source d'antioxydants
naturels avec des applications possibles dans les industries alimentaires, cosmétiques ou
pharmaceutiques. Ces activités sont dues a la presence de composés phénoliques (Aguirre et
al, 2013).

De plus, ces industries utilisent les femelles des cochenilles Dactylopins coccus costal ou
Dactylopius opuntiae cockerell, isolées a partir des raquettes de /’OFI, pour fabriquer un

colorant rouge appelé carmine ou acide carminique (E 120) (Benkaddoure, 2011).

IV.3. Utilisation des fleurs

Les fleurs sont également utilisées a des fins médicinales. En fait, les capsules de corolle
de fleurs séchées sont utilisees comme traitement du dysfonctionnement de la prostate
(hypertrophie bénigne de la prostate) ainsi que comme régulateur diurétique. En Sicile, un thé
a base de fleurs de /’Opuntia ficus-indica est utilisé pour traiter les douleurs menstruelles
(Habibi, 2004).
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I. Introduction

Chaque année, les ressources en énergie fossile diminuent dans le monde et la recherche
des substituant s’est avérée nécessaire (Anglani, 1998).

Le développement de la population, I'urbanisation et les changements climatiques

conduisent a 1’épuisement des réserves de combustibles fossiles. Ce qui a entrainé la
nécessité de trouver d’autres sources de carburants (Kumar et Gaurav, 2017).
Les biocarburants sont des carburants dérivés de produits biologiques qui peuvent étre utilisés
seuls comme carburant de transport ou dans le cadre d’un mélange de carburants. Ils peuvent
apporter une solution a la crise actuelle des carburants (Kumar et Gaurav, 2017). Il y a de
nombreuses cultures disponibles pour produire de I’énergie etpas seulement les aliments
(Anglani, 1998).

Parmi les systémes d’énergie renouvelable, la bioénergie et les biocarburants ont la
caractéristique unique de pouvoir aider & maintenir I’environnement et 1’écologie de la terre
que les autres systemes d’énergie renouvelable n’ont aucune incidence sur I’écologie de la terre

(Subramanian, 2018).

I.1. Les différents types de biocarburants

le bioéthanol, le biodiesel, le biogaz, le bio-méthanol, le bio-diméthyléther, le bio-
éthyle-tertio-butyle-éther (bio-ETBE), le bio-Méthyl-tertio-butyle-éther(bio-MTBE), les
biocarburants synthétique , le bio-hydrogéne et les huiles végétales ures sont Les dix
biocarburants cités par la commission Européenne (directive 2003/30/CE). Les deux
principaux biocarburants candidats préts a un développement industriel sont 1’éthanol et

I’ester méthylique d’huile vegétale ou le biodiesel (Perrin et Scharff, 2005).

1.2. Les différentes générations des biocarburants
Les différentes générations des biocarburants se différent par leurs voies de production et

leur utilisation dans divers domaines, On distingue trois générations de biocarburants :

1.2.1. Les biocarburants de premiére génération

IIs sont principalement de deux types :
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o le bioéthanol : c’est a partir de canne a sucre, de céréales et de betterave sucriére. |l
est utilisé dans les moteurs essences ;

o le biodiesel : il est a partir de matieres premiéres qui peuvent étre utilisées dans une
chaine alimentaire animale ou humaine, leurs différentes sources les acides gras, les
huiles de soja, de colza, de palme et d’autres huiles végétales. Il est utilisé dans les
moteurs diesel.

Les biocarburants de premiére génération sont en concurrence directe avec la chaine

alimentaire. Aujourd’hui, seule cette génération est produite a 1’échelle industrielle (Oucif,
2017).

1.2.2. Les biocarburants de deuxieme génération

Aujourd’hui, La technologie cherche, a utiliser les matiéres cellulosiques par exemple le
bois, les feuilles et les tiges des plantes ou celles issues de déchets. Ces matieres de biomasse
ligno- cellulosique proviennent de composants ligneux ou a base de carbone qui ne sont pas
directement utilisés dans la production alimentaire. Ces caractéristiques présentent un
avantage de disponibilité supérieure et de non concurrence alimentaire par rapport a la
premiére genération de biocarburants.

On qualifie cette technologie qui permet de produire du bioéthanol dit de deuxieme
génération, du biodiesel, du biohydrogéne ou du biogaz sans I’utilisation des matieres
premieres de la chaine alimentaire, mais elle n’est pas encore déployée au stade industriel
mais des perspectives de mise en application a moyen terme se dessinent. Leur production a
grande échelle est prévue a I’horizon 2020-2030 (Boulal, 2017).

1.2.3. Les biocarburants de troisiéme génération

C’est I’utilisation des microorganismes tels que les microalgues. Ils peuvent accumuler
des acides gras permettant d’envisager des rendements a I’hectare supérieurs d’un facteur 30
aux especes oléagineuses terrestres. Avec ces acides gras, il est possible de produire du
biodiesel. Certaines especes de microalgues contiennent des sucres qui peuvent étre
fermentées en bioéthanol. Et aussi, les microalgues peuvent étre utilisés pour produire du

biogaz et du biohydrogene (Boulal, 2017).


https://www.connaissancedesenergies.org/la-production-de-biocarburant-utilise-t-elle-la-surface-agricole-destinee-a-l-alimentation
https://www.connaissancedesenergies.org/la-production-de-biocarburant-utilise-t-elle-la-surface-agricole-destinee-a-l-alimentation
https://www.connaissancedesenergies.org/fiche-pedagogique/microalgues
https://www.connaissancedesenergies.org/fiche-pedagogique/methanisation
https://www.connaissancedesenergies.org/fiche-pedagogique/methanisation
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1.3. Les interéts des biocarburants

e Limiter les émissions de CO: liées au transport en utilisant des ressources
renouvelables. (Utilisation d’une partie du CO2 émis pour la croissance des
plantes) ;

e Accroitre I’indépendance énergétique de pays non producteurs de pétrole
comme la France ;

v L’utilisation de biodiesel réduit une partie des importations nécessaires pour
alimenter le parc des véhicules diesel.

e Développer de nouveaux débouchés a I’agriculture

v 1992 (PAC) : Jachere obligatoire pour lutter contre surproduction de céréales et
oléagineux.

v/ 2008 : Suppression des jacheres obligatoires.

v Alternative a la jachere jusqu’en 2009, les biocarburants utilisent
actuellement en France environ 6 % de la surface agricole utile. (Hudebine

2014).

I1. Introduction
11.1. Bioéthanol

Les progrés des industries du bioéthanol pourraient contribuer a réduire la dépendance
aux combustibles fossiles et réchauffement climatiqgue modéré. Le bioéthanol dérivé de la
lignocellulose peut étre une technologie bienvenue en raison de sa durabilité, de son co(t
inférieur et de sa disponibilité nettement plus grande des réserves de matieres premiéres par

rapport a I’éthanol a base d’amidon (Wyman, 1999 ; Dalgaard et al, 2006).

Parmi les divers types de biomasse lignocellulosique, on observe une tige de mais comme
I’'une des matiéres premiéres encourageantes pour la production de bioéthanol en raison de sa

teneur élevée en cellulose et en hémicellulose (Chen et al, 2007).

11.2. Composition de bioéthanol

Le bioéthanol contient 35% d’oxygene, ce qui permet une réduction d’émission de
matiére particulaire. L’utilisation de bioéthanol réduit de 7% la quantité de CO2 émise par
rapport a I’essence. Son indice d’octane est trés élevé. Ce qui lui confére une résistance élevée
a la détonation provoquée par un allumage prématuré assurant une haute performance du

moteur,

10
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Notamment sur le plan de la puissance développée. L’éthanol joue a ce titre le rle des dérives

du plomb autrefois présents dans ’essence (Sadi, 2012).

11.3. Propriétés physico-chimiques
11.3.1. Propriétés physiques

e [’éthanol est un liquide mobile, incolore, volatil, d’odeur plutot agréable, décelable
des 84 ppm.

e L’¢éthanol est miscible a I’eau, Par contre il y a expansion du liquide lorsque I’éthanol
est mélangé a de I’essence.

e L’¢éthanol est également miscible a la plupart des solvants usuels. C’est un bon solvant
des graisses et il dissout de nombreuses matiéres plastiques.

e Le titre d’'un mélange eau/éthanol est le rapport entre le volume d’alcool absolu
contenu dans ce melange et le volume de celui-ci a 15 °C ; il est exprimé en % en
volume.

e [’éthanol peut étre commercialisé sous forme anhydre (éthanol a 100 % en volume
appelé aussi alcool absolu) ou a différentes concentrations dans 1’eau, principalement
a 95 % et, pour des usages antiseptiques, a 70 %.

e Pour les usages autres qu’alimentaires, des dénaturants sont ajoutés. L’éthanol
dénaturé, que I’on trouve également dans le commerce sous le nom d’alcool a briler,
est de 1’éthanol dans lequel on a dissous divers produits pour le rendre impropre a la
consommation.

e En France, I’alcool dénaturé selon le procédé général, doit contenir 3,5 % de
méthyléne-Régie (mélange complexe qui donne un godt et une odeur désagreables,
obtenu par carbonisation du bois et contenant environ 65 % de méthanol, des cétones
et des impuretés pyrogenes) et 1 % de 2-propanol.

Des procédés spéciaux de dénaturation peuvent étre autorisés pour des usages particuliers
(INRS).
11.3.2. Propriétés chimiques

Dans les conditions normales, 1’éthanol est un produit stable. 1l posséde les propriétes
générales des alcools primaires (réactions d’oxydation, déshydrogénation, déshydratation et
estérification).ll peut réagir vivement avec les oxydants puissants : acide nitrique, acide
perchlorique, perchlorates, peroxydes, permanganates, trioxyde de chrome...

La réaction avec les métaux alcalins conduit a un dégagement d’hydrogéne ; elle peut étre

11
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brutale sauf si elle est réalisée en 1’absence d’air pour éviter la formation de mélanges
explosifs air-hydrogene., la plupart des autres métaux usuels étant insensibles a 1’éthanol
(INRS).

11.4. Utilisation du bioéthanol

e Solvant utilisé dans I’industrie des peintures, vernis, encres, matiéres plastiques,
adhésifs, explosifs, parfums, cosmétiques, 1’industrie pharmaceutique...

e Matiére premiere pour la production de nombreux composés : acide acétique, acrylate
d’¢thyle, acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthylamine, éthyléne, éthers-oxydes
notamment I’ETBE (éthyl-tert-butyl-éther)...

e Constituant de carburants : le « bioéthanol », éthanol obtenu a partir de matiéres
premicres végétales, peut étre utilisé seul ou avec de ’essence ; les mélanges essence-
éthanol renferment 5 a 95 % de bioéthanol selon les pays. En France, les super
carburants suivants sont commercialises :

v SP95 (disponible depuis 2000) contient jusqu'a 5 % en volume d'éthanol,
v" SP95-E10 (disponible depuis 2009) contient jusqu'a 10 % en volume d'éthanol,

v’ Super Ethanol E85 (disponible depuis 2007) contient de 65 a 85 % en volume
d'éthanol.

e Désinfectants, produit de protection (comme biocide, cf. § Réglementation).

e Composant de boissons alcoolisées (INRS).

I1.5. Les étapes nécessaires effectuées sur la lignocellulose pour la production de
bioéthanol

La structure complexe de la lignocellulose se traduit par la nécessit¢é d’un procédé en
plusieurs étapes pour produire du bioéthanol
11.5.1. Prétraitement

La structure de la lignocellulose est constituée de polymeéres de cellulose et hémicellulose
enfermées dans de la lignine; le rapport de ces composants peut varier considérablement,
selon la source de la biomasse.
Le prétraitement de la biomasse lignocellulosique favorise la dépolymérisation et

I’élimination de la couche externe de lignine. La déformation de cette structure entraine

I’exposition de la cellulose et I’hémicellulose et 1’augmentation de la surface de la biomasse

ce qui est essentiel pour une hydrolyse optimale.

12
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Differentes méthodes physiques, chimiques et biologiques de prétraitement sont utilisées;
dans certains cas, une combinaison de méthodes peut étre nécessaire pour donner un meilleur
résultat. La méthode de prétraitement exploitée dépend fondamentalement de la source de
biomasse, mais Le prétraitement initial peut également influencer la sélection d’autres dans le

processus restant (Kumar et Gaurav, 2017).

11.5.2. Saccharification

La saccharification est le procédé dans lequel les polymeéres de la cellulose et
I’hémicellulosesont hydrolysées en sucres réducteurs fermentescibles. Les monomeéres de
sucres prévalent produits sont les hexoses: glucose, galactose et mannose; et les pentoses:
xylose et arabinose.La saccharification est couramment réalisée par des méthodes chimiques

et enzymatiques (Kumar et Gaurav, 2017).

11.5.3. Désintoxication

L’utilisation des acides dans le prétraitement et la saccarification de la lignocellulose
conduit a la formation de sous-produits qui agissent en tant qu’inhibiteurs pendant la
fermentation, ce qui entraine une réduction de productivité. Les inhibiteurs se répartissent
généralement en trois catégories: acides faibles, furanes et composés phénoliques, tels que
I’acide acétique, le furfural et la vanilline, respectivement (Kumar et Gaurav, 2017).La
nature et la quantité des composés inhibiteurs présents dans 1’hydrolysat est fortement

dépendant de les méthodes de prétraitement/saccharification employeées ( Zha et al, 2014).

11.5.4. Sélection de I’organisme

Pendant la fermentation, les sucres de I’hydrolysat sont exploités pour la production de
bioéthanol par un micro-organisme. Les principaux criteres a prendre en compte dans la
sélection d’un micro-organisme appropri¢é comprennent: la capacité d’utiliser des hexoses et
des pentoses, rendement en éthanol, le taux de production et la tolérance aux inhibiteurs. La
levure Saccharomyces cerevisiae est capable d’utiliser efficacement les hexoses
(Kumar et Gaurav, 2017).

11.5.5. Composition et fonctionnement des milieux de culture
Le milieu doit satisfaire les besoins en nutriments et en oxygéne de I’organisme en

fermentation, et par conséquent, la composition des milieux dépend principalement du micro-

13



Chapitre 11 : Généralités sur le bioéthanol

organisme choisi (Kumar et Gaurav, 2017).
11.5.6. Récupeération de I’éthanol

C’est I’étape final qui est La purification du produit par un chauffage dans une colonne de
distillation sur une température qui égale 78,37 °C, dans cette étape le bioéthanol et I’ecau

sont suffisamment séparé par une simple distillation (Kumar et Gaurav, 2017).
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Introduction

La fermentation est un phénomeéne naturel qui se produit lorsque la matiére organique
sedécompose (Burillard et al, 2016).

L’utilisation de la fermentation par I’homme, d’autre part, a commencé par une approche
empirique. Initialement, il était utilisé pour préserver les dents, préparer des produits de

boulangerie et des boissons alcoolisées. (Burillard et al, 2016).

I. Les différents types de fermentation

Il existe différents types de fermentations. Elles sont classées en fonction des déchets
produitset des ferments utilisés. Il existe la fermentation alcoolique, la fermentation lactique,

la fermentation acétique.

Plusieurs changements peuvent se produire pendant la fermentation alcoolique, y compris
la libération de dioxyde de carbone, une augmentation de la température et de la couleur, un
changement d’odeur et de saveur, une diminution de la densité (transformation du sucre en
éthanol) et une augmentation du volume. Durant la panification, les levures de boulangerie
sont du genre aéroanaérobie. Elles respirent et se multiplient rapidement en réponse au
glucose, mais sans produire d’alcool ((Burillard et al, 2016).

Sucre + oxygene - CO2 + eau + énergie (700K cal *)

Dans I’anaérobiose, une grande partie du sucre est convertie en éthanol, ce qui réduit la

quantité d’énergie libérée. Un faible taux de multiplication cellulaire est observe.

Sucre — CO2 + alcool + énergie (20Kcal) *

* énergie libérée par oxydation totale d'une molécule de glucose.

Il. Modes de conduites des fermenteurs
La fermentation peut se dérouler par trois types de procédés: batch, fed-batch (ou semi-
continu) et continu. A I’échelle industrielle, les processus par lots et en continu sont les plus

courants (Razki et Bekki, 2014).
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I11.1. Fermentation Batch

C’est un systeme fermé ou il n’y a pas d’ajouts de nutriments dans le milieu de culture, et
la cellule se développe jusqu’a I’épuisement de substrats et le changement des conditions du
milieu comme le pH et I’accumulation de produits toxiques, etc. ce qui conduit a I’arrét de la
croissance. Cependant, il est possible d’introduire dans le milieu le réactif de neutralisation,

en quantité suffisamment faible, ou encore un produit anti mousse (Scriban, 1999).

I1.2. Fermentation Fed-Batch

Le procédé Fed-batch est donc une culture en batch dans laquelle I’inoculum est ajouté
dans un faible volume de milieu ; lorsque la culture a atteint la phase exponentielle, le milieu
est ajouté de maniere continue ou séquentiellement, de maniere a ce que la culture reste en

phase exponentielle de croissance (Chillet, 2011).

I1.3. Fermentation en mode continu
Elle consiste a ajouter du milieu neuf stérile tout en éliminant la culture en continu par un
trop-plein afin d’¢éliminer le méme volume de culture que de milieu neuf rajouté. Le systeme

est alors maintenu dans un état d’équilibre (Chillet, 2011).

I1.4. Le Bioréacteur a recyclage cellulaire
Certains procédés permettent de réaliser une fermentation continue avec recyclage de la
biomasse. Ils permettent d’obtenir une biomasse encore plus importante en recyclant les

cultures par réalimentation du bioréacteur avec les microorganismes produits (chillet, 2011).

I11. Facteur influencant sur la fermentation alcoolique
Il est essentiel d’ajuster et de controler de nombreux parametres externes afin d’obtenir
une fermentation optimale en termes de vitesses de croissance ou du taux de croissance

spécifique (Daccache, 2019).

I11.1. Concentration en substrat carboné

En général, I’inhibition du substrat se manifeste de maniére significative pour des
concentrations allant de 150 a 250 g (Daccache, 2019). Lorsque la source de carbone est
rapidement assimilable par les microorganismes, il se produit souvent une répression

catabolique appelée effet glucose. Cet effet correspond a une inhibition de la biosynthése de
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métabolites secondaires tant que la source de carbone n’est pas entierement métabolisée.
(Chillet, 2011).

I11.2. Teneur en Oxygene

La concentration d’oxygene gazeux dans le milieu de culture est un parametre important
qui influe directement sur le métabolisme bactérien. Plusieurs auteurs ont démontré que
lorsque de faibles niveaux d’oxygeéne sont présents dans le systéme, la tolérance a 1’éthanol

peut augmenter considerablement (Chniti, 2015).

111.3. Température

Des travaux de recherche ont démontré que le taux de croissance de Saccharomyces
cerevisiae CBS8066I a été atteint a une température de 30 °C. Tandis qu’a une température de
33°C, la production d’éthanol a été affectée. Une température supérieure a 30 °C augmente le
taux de synthése de 1’éthanol, mais augmente également leur sensibilité a I’éthanol, ce qui
entraine une perte de viabilité. L’effet de stress négatif (chocs osmotiques, inhibition par
I’éthanol) augmente a mesure que la température augmente, ce qui entraine une diminution de

la viabilité et de I’activité cellulaire (Chniti, 2015).

11.4. pH

La valeur de pH idéale pour la croissance de Saccharomyces cerevisiae est de 4 a 4,5. La
production de I’éthanol provoque une baisse du pH cytoplasmique, ce qui conduit a la mort
cellulaire; cette baisse du pH intracellulaire pourrait étre due a un apport de protons ou a une
accumulation d’intermédiaires de réaction (par exemple, acide acétique, glycérol, etc.)
(Chniti, 2015).

I111.5. Ethanol

Il est signalé que I’éthanol libéré dans le milieu de fermentation devient toxique pour les
levures et peut altérer leur fonction. 1l peut dénaturer les sites actifs de certaines enzymes (p.
ex. hexokinases, alcool déshydrogénase) en provoquant des changements structurels de la
membrane plasmique. Ce qui pourrait entrainer une augmentation de la perméabilité aux ions
ainsi qu’un changement dans 1’équilibre des charges transmembranaires. En conséquence,

1’éthanol produit par fermentation a ralenti I’assimilation de 1’azote (Daccache, 2019).
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111.6. Gaz Carbonique
La solubilité du dioxyde de carbone peut étre influencée par le pH et la température. Il

peut étre dissipé dans le milieu liquide sous forme d’acide carbonique (H2COs), qui est

dissocié en bicarbonate (HCOg3), carbonate (COs2) et hydrogeéne (H ™).

CO2+ H20 <> HoCO3 «» H* «» HCO3- < 2H' «> CO%;

La présence de CO2 dans le milieu de culture affecte le métabolisme microbien en
inhibant la croissance et la production. Son mécanisme d’inactivation lié a la modification de
la composition de la membrane cellulaire, baisse du pH intracellulaire, inactivation
enzymatique/suppression du métabolisme cellulaire et au déséquilibre ionique (Chniti,
2015).

I11.7. Agitation

L’homogénéisation des phases liquide, solide et gazeuse du milieu réactionnel est assurée
par agitation. Un environnement trouble favorise I’agglomération cellulaire, et les
agglomeérats qui en résultent obstruent le mouvement des matériaux entre le milieu de culture

et les cellules (Razafindralambo, 2008).

I11.8. L'activité de I'eau

La majorité des souches ne peuvent pas se développer a une activité de 1’eau inférieure a
0,90; cependant, certains peuvent tolérer des pressions osmotiques plus élevées,
correspondant a une activité osmotique d’environ 0,60. Ces levures sont connues sous le nom

de xérotolérantes car elles ralentissent leur métabolisme (Razafindralambo, 2008).

I11.9. Taux d*ensemencement
Le taux d’initiation de la levure a un impact sur I’activité fermentative. Un pourcentage
élevé ou faible provogque un ralentissement de la fermentation, méme au point ou la

conversion du substrat en produit est réduite (Razafindralambo, 2008).

IV. Les micro-organismes utilisés dans la production de bioéthanol

En plus de I’éthanol, les microorganismes produisent d’autres boissons alcoolisées, des
acides organiques, des polyols, des cétones et des gaz (méthane, dioxyde de carbone,
hydrogéne, etc.). Plusieurs souches de Clostridium ont été identifiees comme bons

producteurs d’éthanol.
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Cependant, seul Zymomonasmobilis, qui a I’avantage d’étre anaérobie, produit 1’éthanol avec
tres peu de biomasse. Les levures sont considérées, aussi, comme meilleures micro-
organismes ayant le potentiel pour ce type de fabrication .Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum, Schizosaccharomycespombe et Kluyveromycessp sont les plus
couramment utilisés. Cependant, Saccharomyces cerevisiae est la plus efficace en termes de
production et de croissance a faible pH (environ 4), ce qui permet d’éviter la contamination

(Rezki-bekki, 2014).

Tableaulll.1 :La liste des bactéries productrices d’éthanol (Buruiana, 2013)

Bactérie Substrat fermenté

Clostridium thermohydrosulfuricum e Glucose, xylose sucrose et cellobiose
(thermophilic)

Clostridium thermocellum e Glucose et cellobiose

(thermophilic)

e Thermoanaerobacterethanolicus o Xylose

e Thermoanaerobiumbrockii
(thermophilic)

e Thermobacteroidesaceroethylicus o (EllEEEs SliEEEs] vl
(thermophilic)

¢ Zymomonasmobilis e Glucose, sucrose et cellobiose

IV.1. Lalevure
V. Propriété de la levure
V.1. Caractéristiques microbiologiques des levures

Le mot levure provient du mot latin « levare » qui se traduit par le verbe « lever » comme
levain, rappelle Dl’attitude de certaines d’entre elles a provoquer la « levée » des pates
panifiables. Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes qui partaient au groupe des
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Champignons unicellulaires; certaines font des bourgeons qui se détachent pas, il se forme
alors une courte chaine de cellules appelée hyphe. Ces structures sont immobiles (Berber,
2017).
V.1.1. Habitat

Les levures sont des microorganismes ubiquistes. Elles se développent sur les vegétaux
riches en sucre comme les pommes, les raisins. On les trouve, également, a la surface ou a
I’intérieur d’autres étres vivants, dans les eaux, dans I’atmosphére et dans le sol (Berber,
2017).
V.1.2. Morphologie

La levure se présente sous forme de cellule unique libres ou associées deux a deux. Elle
peut avoir différentes formes a savoir : sphérique, ovoide, cylindrique, apicule, en bouteille,
pyramidale. Sa dimension est de 2,5 a 10,5um de large et de 4,5 a 21um de long (Larpent,
1991).
V.1.3. Cytologie

La structure cellulaire des levures est différente par rapport aux bactéries ; le cytoplasme
des cellules de levure contient les organites habituels des organismes végétaux supérieurs non
photosynthétiques. La cellule est protégée par une paroi rigide (Bouix et Leveau, 1991).
V.1.4. Reproduction

Elles se reproduisent soit de facon sexueée, soit de facon asexuée selon les conditions du
milieu (Berber, 2017).

VI. Les besoin nutritionnels de la levure
VI.1. Source de carbone

Les sources les plus efficaces sont des oses (glucose, fructose et mannose) qui sont
utilisables par plus de 400 especes identifiées (Pol, 1996). Les sucres carbonés sont d’une
grande importance pour la biosynthése des constituants cellulaires variés (les glucides, les
lipides, les protéines et les acides nucléiques), leur oxydation fournit I’énergie a la cellule

(Larpent, 1991).
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VI1.2. Source d'azote
Certains especes levuriennes se caractérisent par une capacité a utiliser les nitrates et

d’autres composés comme source d’azote: Les acides aminés, I’urée, la biotine et es bases

puriques et pyrimidiques (Bouix et Leveau, 1991).

VI1.3. Les facteurs de croissances

Les sels minéraux et les oligoéléments agissent sur la multiplication et ’activité cellulaire
(Gourgaud et Sanglier, 1992).

Parmi les métaux alcalins indispensables : Mg?*, Co?*, Zn?* et Mn?* (Pommier, 2003).
Les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide pantothénique) aussi sont considérées comme

des facteurs de croissance.

VII. Souches microbiennes pour la production des quelques biocarburants
La sélection de souches microbiennes ne dépend pas uniquement au substrat mais aussi au
rapport produit-substrat obtenu .Clostridium acetobutylicum est la souche microbienne la plus
répandue pour la production de bio butanol. Le rendement de cette production a été amélioré
en utilisant les souches C. aurantibutyricum et C. Tetanomorphum.
Nous citons ci-dessous différents souches microbiennes utilisées pour la production de bio
butanol :
e C. pasteurianum : a été utilisé pour fermenter une biomasse algale.
e C. acetobutylicumfermente une biomasse lignocellulosique et hémi cellulosique
e Des cultures microbiennes mixtes ont été également utilisées avec des enzymes
capables d’hydrolyser la cellulose et I’hémicelluloses pour améliorer la production de
Bio butanol.
e C. acetobutylicumco-cultivée avec des champignons cellulolytiques fermentent la
paille de blé.
Une souche mutante de C. beijerinckii a été modifiée par 1’Université de 1’Tllinois donne
un rendement amélioré (Kumar et Gaurav, 2017).
VIII. Récupération de produit de fermentation
VIII. Distillation et purification
Le bouillon récupéré de la fermentation est une solution composé d’eau et d’éthanol.
Cependant, 1’éthanol ne compose que 5 a 12 % en poids et donc la purification du produitest
un procédé essentiel pour augmenter la concentration d’éthanol. La différence entre les points
d’ébullition de I’eau (100 °C) et de I’éthanol (78,37 °C) permet d’utiliser la distillation

comme moyen de raffinement (Kumar et Gaurav, 2017).
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

Introduction

Le but de ce travail est de produire un biocarburant de 2°™ génération qui n'est pas en
concurrence avec la chaine alimentaire : Le bioéthanol obtenu a partir de la plante la plus
abondante dans le monde (la figue de barbarie) qui joue un rdle d’un facteur de croissance.
Des méthodes expérimentales inspirées de travaux antérieurs (Aissaoui et Kessouri,
2021), ont été sélectionnées. Le procédé de production de bioéthanol est subdivisé en 6

parties principales:

+ Caractérisation physicochimique de la plante étudiée Opuntia ficus-indica (OFI)

4+ Préparation du substrat et le milieu de culture.

+ Les analyses des substrats utilisées.

4+ L’hydrolyse par chaleur.

+ Préparation de I’inoculum.

+ Fermentation éthanoique.

+ Distillation alcoolique.
I. Matériel

Nous avons utilisé des matériaux végétaux, biologiques et chimiques pour mener a bien ce
projet. Nous avons également utilisé certains appareils. Ces produits et appareils sont
répertoriés dans le tableau I.
Tableau 1V.1 : Matériel et Produits utilisés pour I'élaboration de procédé de la production

de bioéthanol

Type de Matériel Matériel

Matériel Végétal = Cactus Algérienne

Matériel biologique = Lalevure boulangere

(micro-organisme) (Saccharomyces cerevisiae)

Appareillage = pH-métre -
Spectrophotomeétre —

Thermometre — Balance -
plague chauffante — Etuve-
Four- Distillateur-
Centrifugeuse.

Réactifs chimiques AcétoneHCI- H2S0s-NH4OH
ChloroformeNH4OH-
Ethanol
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I.1.Matériel biologique «Saccharomyces cerevisiae»
La levure Saccharomyces cerevisiae est 1’organisme eucaryote le mieux étudié pour les

raisons suivantes:

v' Importance industrielle.

v" Simplicité de I’organisation unicellulaire et la croissance rapide dans les
conditions de laboratoire, Exigence des substrats peu économiques (Zidani,
2009).

1.1.1. Matériel végétal
1.1.1.1. Cactus « Opuntia ficus-indica »

% Choix de substrat
Gréace a sa disponibilité, son abondance et sa composition en glucides fermentescibles et
en éléments nutritifs, nous avons effectué ce choix de la plante OFIL. C’est une plante qui
pousse dans toute 1’Algérie. Elle présente des adaptations morphologiques et physiologiques
lui permettant de résister a la sécheresse, aux chaleurs torrides, aux vents violents aux
tempétes de sable et au sirocco (Sadok et al, 2008). Des propriétés offrant une meilleure

adaptation aux conditions arides et semi-arides (Abdel-Hameed et al, 2014).

Figure IV.1 : Photo de raquettes d’Opuntia ficus-indica

1. Le processus de la production de bioéthanol
Pour réaliser cette opération on passe par plusieurs étapes:
11.1. Préparation du substrat avant la fermentation
4+ L’extraction de jus de cactus
Apreés la récolte des cladodes de cactus, nous avons procédé a débarrasser les herbes et les
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épines par un lavage, ensuite nous avons les découpé en petits morceaux et puis les broyer a
I’aide d’un broyeur pour obtenir un gel de cactus. En fin, le gel a été filtré par une compresse
pour obtenir le jus de cactus et préparer les différents milieux de fermentation (0 g, 100 g, 200

g, 300 g de jus de cactus).

Figure 1V.2 : Photo de la préparation du jus d’Opuntia ficus-indica

+ La préparation de la poudre de cactus
Les petits morceaux de cladodes d’Opuntia sont placés dans une étuve régulée a une
température de 105°C jusqu’a leur séchage total. Ensuite, ils se sont broyés a 1’aide d’un
broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine. La conservation a été effectuée
dans une boite stérile a une température ambiante.

11.2. Les analyses de la plante utilisée comme un substrat

11.2.1.Analyses physiques d’OFI
11.2.1.1.Aspect de raquette (cladodes)
Elles ont une forme des raquettes (cladodes) et leurs couleurs est vert mat, elles

contiennent des petites aréoles et d’épines.

11.2.2. Analyses chimique des raquettes d'Opuntia ficus-indica
11.2.2.1. Détermination du pH

v Principe

Le principe est basé sur la différence du potentiel existant entre une électrode de verre
et une électrode de référence plongée dans le produit. Cette détermination est réalisée a

I’aided’un pH metre.
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11.2.2.2. Solubilité
v Principe
La solubilité est la capacité d’une substance a étre dissoute pour obtenir un liquide
homogeéne.
v" Mode opératoire
Apres la récolte et le broyage des raquettes de cactus par un mixeur électrique
jusqu’al’obtention d’un gel. Ce dernier est partagé dans trois (03) béchers différents. Le
premier bécher contient de I’acétone, de 1’éthanol dans le deuxiéme bécher et de I’eau
distillée dans le troisieme bécher. A la fin, on place chaque bécher sur un agitateur

magnétique pendant 30 minutes.

11.2.2.3. La perte a la dessiccation
v Principe

La perte de masse exprimée en pourcentage m/m.

v" Mode opératoire
¢ Mettre 10g de la poudre d°O. ficus- indica dans 1’étuve a 115°C pendant 2h.
e Placer I’échantillon dans un dessiccateur contenant du gel de silice anhydre.

o Laisser refroidir puis peser et noter la masse.

11.2.2.4. Détermination de la teneur en eau
v Principe
C’est une dessiccation de I'échantillon a analyser dans une étuve a la température de
100 a105°C et sous la pression atmospherique jusqu'a I'obtention d'une masse constante.
Pour éviter d’humidité, il faut mettre les creusets dans un dessiccateur.

La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante:

(P2 — P3)

Teneur en eau (%) = x100
AVec:

Po= La masse du creuset vide;

P1= La masse en «g » de la prise d’essai avant dessiccation ;

P> = La masse en «g» de la prise de (essai+ creuset) avant dessiccation;

S X X

Pz = La masse en «g» de la prise de (essai+ creuset) apres dessiccation.
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11.2.2.5. Détermination de la teneur en matiére séche

La teneur en humidité est calculée par la formule suivante :
Taux de matiére séche(%) = 100 — le taux d humidité(%)

11.2.2.6. Détermination de la teneur en cendres totaux
v Principe
C’est la quantité de la substance résiduelle non volatile obtenue
apresla calcination totale de 1’échantillon.
v" Mode opératoire
= Chauffer le creuset pendant 30 min.
= Mettre 1g de la poudre de cactus dans le creuset.
= Placer le creuset dans I’étuve pendant 1h a 100 jusqu’a 105°C puis incinérer dans
un four a moufle a une température de 600+25°C pendant 2h.

= Répéter I’opération jusqu’a I’obtention d’une masse constante.

= Laisser le creuset dans le dessiccateur, aprés chaque incinération, pour se
refroidir. Si les cendres contiennent encore des particules noires apres
I’incinération, plonger les dans 1’eau chaude et les filtrer sur un filtre sans
cendres.

* Incinérer de nouveau le résidu avec le filtre, jusqu’a une masse constante.
La teneur en cendres est donnée par la formule suivante:

(M1 - Mo)
= [———]x100%
E
Avec:
v' M1 = masse final (creuset + cendre totale) en gramme;
v" MO = masse du creuset vide en gramme;

v E = prise de la matiére végétale.
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11.2.2.7. Détermination de I'indice de gonflement

v Principe
Ce parametre indique la présence de polysaccharides (mucilages, gommes) dans
I'échantillonvégétal. C'est le volume, en millilitres, qu'occupe 1g de I'échantillon gonflé dans

I'eau.

v" Mode opératoire

e Mettre 1g de la poudre d’Opuntia ficus- indica dans une éprouvette graduée a bouchon
rodé h =20cm et d = 20cm.

e Humecter I'échantillon avec 1 ml de I'alcool et le volume, en millilitres, qu'occupe 1g
de I'échantillon gonflé.

e Ajouter 25 ml de I'eau distillée.

e Agiter énergiquement pendant 3h apres filtrer avec du papier filtre

e Noter la masse finale.

La valeur de I’indice de gonflement est déterminée par la valeur suivante :

la masse initiale + la masse finale

IG = ( :

11.2.3. Les analyses photochimiques
11.2.3.1. Recherche des polyphénols totaux

Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, d’ origine secondaire qui dérivent du phénol C6H50H qui est un
monohydroxy benzéne. Les composés phénoliques sont forts répandus dans le regne
végétal ; on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et I’ écorce. La couleur et
I” ardbme, ou |’ astringence des plantes dépendent de la concentration et des
transformations des phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la matiere organique
des plantes et dans certains casjusqu’ a 10% et méme d’ avantage. Dans la nature, ces
composés sont généralement dans unétat lié sous forme d’ esters ou plus généralement
d’ hétérosides. Ils existent également sousforme de polymeres naturels (tanins) (Attou
,2011).
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11.2.3.1.1. Tanins
v Principe
En présence de FeCl3 a 1% ; les extraits aqueux tanniques se colorent en bleu-vert, bleu sombre ;

ou vert ou se forme de preécipités.
v" Mode opératoire

Dans une erlenmeyer de 250 ml, introduire 5g de poudre végétale dans 100 ml d’ eau
distillée bouillante. Fermer avec un verre de montre. Laisser infuser pendant 15 mn puis
filtrer sur papier filtre et rincer le résidu avec un peu d’ eau distillée chaude, de maniére a
obtenir 100 mlde filtrat.
On met dans un tube a essai 5 ml de I’infusé a 5% et On ajoute goutte & goutte environ 1ml
de solution aqueuse diluée de FeCls a 1% aprés On remarque une Coloration verdatre donc
il ya les tanins caté chiques.
Introduire dans un tube a essai 5 ml de I’ infusé a 5%, ajouter goutte a goutte environ 1ml de
solution aqueuse diluée de FeClz a 1% : en présence des tanins, il se développe une

Coloration verdatre (tanins caté chiques) ou bleu noiratre (tanins galliques).

11.2.3.1.2. Tanins hydrolysables (galliques)

Sont des hétéro polymeres possédant un noyau central constitué d'un polyol, il s'agit
souventd'un D-glucose ; comme leur nom l'indique, ces substances s’hydrolysent facilement
en milieux acides et alcalins ou sous I'action d'enzymes (telle que la tannasse), pour donner
desglucides et des acides phénoliques.

IIs sont facilement scindés par les enzymes de tannasses en oses et en acide phénol, selon la
nature de celui-ci, on distingue : les tanins galliques (Gallo tanins), ils donnent par I'hydrolyse
des oses et de I'acide gallique et les tanins ellagiques (Ellagitanins), Ainsi sont scindés par les

enzymes en oses et en acide ellagique.

v Principe (Adouane, 2015).

Cette méthode est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange de
I'extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la coloration rouge violet du

complexe,d'ou la formation, des ions (Fe 3+).
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v" Mode opératoire (Dehak, 2013).

Ajouter a 30 ml d’infusé a 5%, 15ml de réactif de Stiasny puis chauffer au bain marie a 90°C
pendant 15 a 30 minutes dans un ballon muni d’un réfrigérant a reflux. L apparition d’un
précipité montre la présence des tanins cathéchiques (Tanins condensées). A 02 ml de filtrat
obtenu, ajouter 0,2 g de pb (CH3COO) 2 et 1ml de FeCI3 a 1% 1ml). Le développement
d’une teinte bleu-noiratre indique la présence des tanins galliques.
11.2.3.1.3. Les flavonoides

v Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime que
2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109
tonnes paran, est converti en flavonoides.
Ce sont des pigments végétaux jaunes orangés (leur nom venant du mot latin Flavius :
jaune). lls sont formés par un squelette a 15 carbones (structure en C6-C3-C6).

Communément cyclisé pour former le cycle C (Dehak, 2013)

11.2.3.1.4. Anthocyane
v Définition
Les anthocyanes (« fleur bleu sombre » en grec) sont des pigments solubles dans I’ eau
et sont contenus dans la vacuole de la cellule, un grand compartiment rempli d’ eau. Ces
pigments vont du rouge orangé au bleu et donne leur couleur aux pétales, aux feuilles ou aux
fruits. Il y en a par exemple dans I’ aubergine, les myrtilles ou les bleuets.
v" Principe

On prend 5 ml de I’infusé on les ajoute 5 ml de H2SO4 concentré et 5 ml de NH4OH apres
On remarque une coloration, donc on conclure la présence d’anthocynes.

v' Mode opératoire
5ml d’ infusé sont ajoutés de 5ml de H2SOs concentré puis 5ml de NH4OH, si la
coloration s’accentue par acidification, puis vire au bleu violacé en milieu basique, on peut

conclure laprésence d’anthocyanes (Hadj-Larbi, 2012).
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11.3. L’hydrolyse par la chaleur
Le jus de cactus est chauffé a température de 100C° pendant une heure sous une
agitation. Cette opération consiste a détruire la cellulose et I’hémicellulose pour libérer les
sucres fermentescibles tels que le glucose, galactose...

I11.4. Préparation de I’inoculum

Une masse de 20g de la levure S. cerevisiae est introduite dans un volume d’eau
distillée a 50 ml, puis, chauffée a 40°C. Ensuite, nous avons inoculé le milieu de culture

contenant 500 g de saccharose et 1700 ml d’eau distillee.

I1.5. Lafermentation éthanoique

Nous avons réalisé une série de Cing fermentations avec différentes concentration du
gel decactus (0g, 100g, 200g, 300g). Dans la fermentation n°5, nous avons fermenté le
cactus sans I’ajout du saccharose.

v' La fermentation s est déroulée en anaérobiose

v’ L’agitation magnétique est assurée par un agitateur magnétique pour favoriser
I’homogénéisation du milieu de culture.

v' Le temps de fermentation est fixé a 15 jours.

v/ On procede chaque 1 h a des prélévements pour réaliser les différentes analyses

nécessaires.

Figure 1V.3: Dispositif du procédé de la fermentation éthanoique
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11.5.1. Suivi de la fermentation
Au cours de la fermentation, nous avons suivi le pH, la concentration des sucres,

I’évolution de la biomasse et la mesure du volume de CO». Pour cela, nous avons effectué des

prélévements d’un volume de 5 ml du milieu de fermentation chaque une heure.

11.5.2. Mesure de pH

La mesure de la valeur de pH s’effectue par une lecture directe sur le pH-métre en

plongeant I’¢électrode dans le volume prélevé.

11.5.3. Teneur des sucres réducteurs par la méthode de DNS (Acide Dinitrosalycilique)
C’est une méthode basée sur la formation d’un chromatophore entre le réactif DNS et les
terminaisons réductrices des molécules de sucres. En effet, a température élevée, en milieu
basique et en présence des sucres réducteurs, le réactif DNS de couleur jaune est réduit en
acide 3-amino-5-nitrosalicylique (brun), et les groupements aldéhydes des sucres sont oxydés

en groupements carboxyles.
+ Préparation de la solution de DNS

= 1 g de DNS dans un volume de 40ml d’eau distillée, mélanger bien

jusqu’a sa dissolution ;

= Ajouter 30 g de potassium- sodium tartrate tetrahydrateet 20 ml de
solution de NaOH 2M.

» Mode opératoire
=  Mettre 0.1ml de I’échantillon dans un tube a essai et ajouter 3 ml de DNS ;

= Chauffer le mélange au bain marie & 80°C pendant 20 mn ;
= Laisser le mélange a refroidir a température ambiante ;
= Mesurer la densité & 540 nm contre le blanc.
+ Courbe standard
Elle est réalisée a partir d’une solution de glucose a 0.005 mol /I
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11.5.3. Mesure de la biomasse
La mesure de I’opacification du milieu de culture est une technique tres précise pour
mesurer la biomasse, c¢’est la masse séche présente par unité de volume.
+ Courbe standard
La biomasse microbienne est récupérée généralement par centrifugation, lavée afin
d’éliminer le milieu de culture retenu entre les cellules et séchée a 105°C jusqu’a poids
constant (Leveau et al., 1980 ; Scriban, 1999).
» Mode opératoire
= 200ml de culture bactérienne sont centrifugées puis lavées avec de I’eau
distillée 3 fois ;
= Le culot est remis en suspension dans 60ml d’eau distillée ;

= LaDO est lue a 600nm ;
. 50 ml de cette suspension est sechée a 105°C jusqu’a ’obtention d’un

poidsconstant (soit m).

= La concentration en biomasse notée X se calcule par 1’équation suivante :

X(mg.I-1) = (%) 103

= Le reste (10ml) est utilisé pour la préparation des dilutions a différentes
concentrations. Pour chaque dilution, la prise de DO est effectuée a 600nm.
= La courbe de DO en fonction de la concentration en biomasse est ainsi

établie.

11.5.4. Mesure la pression de CO>

Le CO2 produit au cours de la fermentation suite a la dégradation des sucres, peut étre
mesuré par la méthode de déplacement de liquide avec un montage permettantd’effectuer la
mesure de la pression du CO,. Le bioréacteur est relié par I’intermédiaire d’un tube & une
bouteille remplie d’eau, cette bouteille est reliée aussi avec un autre tubea une éprouvette vide. Le
COgz libéré dans le bioréacteur entre dans la bouteille et poussel’eau a sortir. Cette quantité d’eau

récupérée dans le deuxiéme récipient est un volume equivalent a la pression de COz libéré,
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11.6 Distillation alcoolique
Les différences points d’ébullition de 1’eau (100°C) et de I’éthanol (78,37°C) permet
d’utiliser la distillation  pour séparer les  deux  liquides.  Apres 15 jours  de

fermentation, le vin de cactus obtenu est distillée afin d’extraire le bioéthanol.

Figure 1V.4: Photo du dispositif de la distillation alcoolique
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Chapitre V : Résultats et discussion

Les résultats, obtenus lors de la réalisation de ce travail, sont présentés, interprétés et

discutés dans ce chapitre.
I. Caractérisation physicochimique du matériel végétal utilisé comme matiére premiére

Les analyses physicochimiques, de la plante étudiée, Opuntia ficus indica, realisées dans le
cadre de ce travail sont basées sur la détermination de la valeur de pH, du taux d’humidité, du
taux de la matiére seche ainsi que leur indice de gonflement. Le tableau V.1 résume les

résultatsobtenus:

Tableau V.1: Propriétés physicochimiques des cladodes d’Opuntia ficus-indica

pH 6,3
Le taux d'humidité 94%
La matiére seche 6%0
Indice de gonflement 1,2

D’apres le tableau, nous constatons une valeur de pH de 6,3, une richesse en eau par
une valeur de 94% et un taux de matiére séche de 6%. Ces résultats ont été élaborés
également dans de nombreux travaux dont les valeurs trouvees sont: 95,76 % pour le taux
d’humidité et 4,24% pour la matiére séche (Djillali, 2018). Aussi, (Aissaoui et Kessouri,
2021) ont constaté des valeurs de 92,68% et 7,32% pour I’humidité et la matiere séche,

respectivement.

Par contre, la valeur de pH est un peu élevée par rapporte a celle trouvée par
(Mostefaoui et sefouane, 2015) (4,64) et celle de (Aissaoui et Kessouri, 2021)(4,13).
Cette difference pourrait étre expliquée par la période de récolte et le stade de
croissance, taille et poids des cladodes de la plante (Sadok et al, 2009).

La valeur de I’indice de gonflement est de 1,2 beaucoup inférieure a 10, ce qui indique la

présence d’une faible quantité de mucilages.
I1. Etude phytochimique de la poudre d’OFI

Cette étude est basée sur des réactions de coloration et /ou de précipitation, les résultats
du screening phytochimique des Cladodes d’Opuntia ficus-indica (OFI) sont présentes

dans le tableau suivant :

34



Chapitre V : Résultats et discussion

Tableau V.2 : Propriétés phytochimique des Cladodes d’Opuntia ficus-indica

Groupes
Cladodes d’Opuntia ficus-indica
Polyphénols totaux +
Flavonoides : +
Anthocyane
Tanins hydrolysables +

(+) présence

D’apres les résultats du tableau V.2, nous notons que les cladodes d’OFT renferment des
polyphénols totaux, des flavonoides anthocyanes et des tanins hydrolysables. Ces résultats
corroborent avec d’autres travaux qui confirment la richesse de cette partic de la plante en
polyphénols, sucres, acide ascorbique (vitamines C), fibres, potassium et magnésium (Sadok
et al, 2009). Ces chercheurs ont constaté, également, une diminution significative de ces
constituants bioactifs en fonction de la croissance.

En effet, ’augmentation des teneurs en molécules bioactives dans les végétaux est due a
la contamination par les microorganismes pathogenes. Elle correspond a la mise en place de
mécanismes de défense de la plante. Aussi, cette teneur est influencée par d’autres facteurs,
comme la maturitt au moment de la récolte, les facteurs génétiques, les facteurs
environnementaux, la transformation et I'entreposage (Didderen et al, 2008). Et plus de leurs
intéréts alimentaires, ces substances possedent des propriétés curatives et thérapeutiques
importantes telles que : des propriétés anti-inflammatoire, hypoglycémiante, cicatrisante,
antioxydant, anticancéreuse, neuroprotectrice, hépato protective, antiproliférative,
analgeésique, antivirale et antimicrobienne, etc. (Didderen et al, 2008, Petruk et al, 2017).
Les cladodes d’OFI représentent, également, une bonne source d'antioxydants naturels avec
des applications possibles dans les industries alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.
Ces activités sont dues a la présence de composes phénoliques (Aguirre et al, 2013, Petruk
et al, 2017).

I1l. Fermentations alcooliques

Nous avons réalisé une série de fermentations alcooliques en mode « batch » sur milieux

de culture synthétiques. Ces derniers sont composeés du saccharose comme source de carbone

enrichis avec différentes quantités de jus de cactus. Ceci est dans le but de vérifier son
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efficacite a améliorer la fermentation et augmenter la production d’éthanol.
Des prélevements de 5 ml ont été effectués au cours de ces fermentations afin de suivre

I’évolution des différents parametres étudiés.

I11.1. Fermentation sur le milieu de culture n°1

Le milieu de culture de cette fermentation est composé de 500g de saccharose avec un
volume total de 1700 ml. Le sucre est une source de carbone facilement assimilable par la
levure et qui conduit directement a la production de bioéthanol. Cette fermentation est

considérée comme une expérience témoin.

Les résultats des cinétiques de I’évolution de la biomasse, des sucres réducteurs, du CO>

et de pH sont illustrés dans les figures V.1 et V.2.

—
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Figure V.1: Evolution de la concentration en sucres réducteurs, de la biomasse en

fonction du temps de la fermentation
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Figure V.2: Evolution du volume du CO, de la valeur du pH en fonction du temps de la
fermentation

Nous remarquons d’aprés la figure V.1 une augmentation exponentielle de la production
de la biomasse durant les Cinque (05) premieres heures de la fermentation avec une
diminution importante de la quantité des sucres réducteurs dans le milieu de fermentation. Ce
qui signifie la dégradation de ces derniers par la levure pour produire de la biomasse. De plus,
la figureV.2 montre une diminution de la valeur de pH de 4,77 a 3,64 avec une libération du
gaz carbonique durant la méme période. Ce qui traduit la production de bioéthanol avec
plusieurs acides organiques.

Le suivi de la valeur du pH au cours des fermentations est primordial car il permet
d’asservir 1’ajout automatique de base pour maintenir une valeur optimale. Sinon, I’activité
microbienne serait inhibée par une acidité excessive. Un accroissement important de la

densité microbienne se traduit généralement par une faible variation du pH.

Le bioéthanol produit est un métabolite primaire puisque sa production s’effectue pendant
la phase exponentielle de la croissance. Nous avons récupéré, a la fin de cette fermentation, un

volume d’éthanol de 78 ml qui correspond a 61,54 g/l et 4,58% par rapport au milieu de
fermentation.
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I11.1.1. Paramétres cinétiques

Ce sont le taux de croissance (ux exp) , le temps de doublement (tp), la productivité
volumiques horaire globale (Pvhg) et le rendement de croissance par rapport au substrat
(Yx,s). Les deux premiers parametres permettant de caractériser une croissance dans des
conditions expérimentales données. C’est-a-dire la détermination de leur valeur doit se faire
pendant la phase exponentielle de la croissance. La productivité est la quantité de produit
formé par volume de milieu et par unité de temps et le rendement de croissance par rapport
au substrat est le rapport de la quantité de biomasse produite sur la quantité de substrat
métabolisé. Ce sont des critéres économiques majeurs en industrie afin que le procédé soit
considéré comme rentable.

Tableau V.3 : Paramétres cinétiques de la fermentation n°1

Paramétres Hxexp (N7 to(h) Pungg.I™.h" YX,s
cinétiques ! (9/9)
0,093 1,42 8,79 0,20

Nous remarquons d’apres le tableau ci-dessus que la levure possede un taux de croissance
de 0,093 hlet un taux de doublement de 7,42 h pour métaboliser les sucres en biomasse et
éthanol. Ce dernier a été libéré avec une productivité de 8,79 g.I'Y.h" et un rendement de

croissance par rapport au substrat de 0,20 (g/g).

I11.2. Fermentation sur le milieu de culture n°2
Pour cette fermentation, nous avons utilisé un milieu de culture synthétique composé de

500 gde saccharose et 100 ml de jus d’OFIL. Le but de cet ajout est de vérifier I’effet d’Opuntia
a ameéliorer la production de 1’éthanol. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures
V3etV.4.
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Nous observons d’aprés les figures une augmentation de la valeur de biomasse

accompagnée d’une production de CO2 et par conséquent de I’éthanol. Cette évolution se

deroule en méme temps que la dégradation des sucres avec une diminution de pH. Nous
remarquons aussi quela quantité de biomasse produite a diminué dans ce milieu de culture par
rapport a celui de la fermentation n°1l. Par contre, la quantité de bioéthanol produite a
augmenté dans ces conditions (71,01 g/l). Ce qui signifie que les sucres ont été metabolisés
beaucoup plus pourla production de 1’éthanol que la biomasse. Des travaux de recherches
mentionnent que les microorganismes se developpent efficacement dans les milieux
complexes, grace a la présence de composants qui peuvent étre utilisés comme précurseurs

dans les différentes voies métaboliques (Pérez-Cadena et al.,2018).

Tableau V.4 : Parametres cinétiques de la fermentation n°2

Hxexp (h™) to(h) Pungg.I".h™* Yx,s (9/9)

Parametres cinétiques 0,073 9,49 10,15 0,105

Le tableau ci-dessus illustre des valeurs de 0,073 h? et de 9,49 h pour le taux de
croissance et le temps de doublement de la population de la levure, respectivement. Nous
constatons une diminution de la vitesse spécifique de croissance qui a €été traduit par une
diminution de la quantité de biomasse formée. Quant a la productivité, nous remarquons une
augmentation de sa valeur. Ce qui nous permet de conclure que I’ajout jus de cactus a

influencé positivement sur la production d’éthanol. Le rendement de croissance par rapport au

substrat est de 0,105 (g/g).

I11.3. Fermentation sur le milieu de culture n°3

Pour cette fermentation, nous avons augment¢ la quantité¢ de jus d’OFI a 200 ml dans un
volume total de 1700 ml.Cette augmentation a été effectuée pour évaluer son efficacité a
augmenter la production de I’éthanol. Le suivi de I’évolution des différents parametres sont
illustrés par les graphes ci-dessous.
Nous constatons que la valeur de la biomasse reste constante par rapport au milieu de culture
de la fermentation n°2 (34,78 g/l et 35,72 g/l pour la fermentation n°2 et la fermentation n°3,
respectivement). Les valeurs de pH restent aussi rapprochées (3, 88 et 3,67 pour la
fermentation n°2 et la fermentation n°3, respectivement). Cependant, nous avons remarqué
une élévation du volume de CO> libéré (424 ml) pendant la fermentation n° 3 par rapport au
volume libéré durant la fermentation n°2 (378 ml). Cette différence est traduite par une

I’obtention d’une quantité d’éthanol plus importante qui est de 112,04 g/I.
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Tableau V.5 : Paramétres cinétiques de la fermentation n°3
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Parametres Hxexp (M) to(h) Puhgg.I*.ht YX,S
cinétiques (0/9)
0.083 8.35 16 0.108

Dans ces conditions, la vitesse spécifique de croissance a diminué a 0,083 h avec un
temps de doublement de 8,35 h. La productivité est de 16 g.I%.h? et le rendement de

croissance par rapport au substrat est de 0,108 (g/g).
I11.4. Fermentation sur le milieu de culture n°4

Le milieu de culture de cette fermentation est constitue de 300 ml de jus d’OFI et 500 g
de saccharose dans un volume de 1700 ml.

Nous notons, d’aprés les figures ci-dessous, un volume important du CO- libéré qui
indique une bonne production d’éthanol traduite par une concentration de 154,64 g/1. Aussi, la
courbe de la biomasse montre une diminution de la masse cellulaire produite (24,57 g/l). Le

pH du milieu a diminué a une valeur de 3,74.
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Figure V.7 : Evolution de la concentration en sucres réducteurs, de la biomasse en fonction

du temps de la fermentation
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Tableau V.6 : Parametres cinétiques de la fermentation n°4

Hexp (N7) to(h) Pungg.I™h™ Yxs(9/9)
Parametres cinétiques 0,089 7,78 22,09 0,132

Le tableau V.6. Révéle une vitesse spécifique de 0,089 h%, un taux de doublement de 7,78
h et une productivité de 22,09 g.I'.h". Quant au rendement de conversion du substrat en

biomasse, nous notons une valeur de 0,132 (g/g).

I11.5. Fermentation sur le milieu de culture n°5
Ce dernier milieu de fermentation est composé uniquement de jus d’OFT sans 1’ajout du
saccharose. Le volume total est de 1700 ml. Par cette expérience, nous voulons démontrer la

capacité de la levure de fermenter le cactus pour produire de 1’éthanol.
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La figure V.9 montre une production importante de la biomasse cellulaire (59,37 g/l) par
rapport aux autres fermentations (46,17 g/l pour la fermentation n°4) mais cette quantité est
inférieure a celle produite lors de la fermentation n°1 (63,66 g/l). Cela signifie que les sucres
que contient le cactus ont été métabolisés pour produire de la biomasse. Les résultats
montrent, également, que les cladodes d’OFI sont composées de sucres fermentescibles. Ce
qui rend possible I’utilisation de cette plante dans la production de bioéthanol et dans d’autres
industries. Les travaux de (Sadok et al., 2009) confirment que le mucilage des cladodes
d’Opuntia est constitué essentiellement de polysaccharides complexes et il peut étre

utilisé comme additif dans de nombreux produits industriels et alimentaires.

Tableau V.7 : Paramétres cinétiques de la fermentation n°5

bxexp (N7) to(h) Pungg.I™h Yx.s (9/9)

Parametres cinétiques 0,097 7,11 7,66 0,22

La fermentation n°5 est caractérisée par un taux de croissance de 0,097 h%, un temps de
doublement de 7,11 h, une productivité de 7,66 g.I'-.h" et un rendement de croissance de
0,22 (g/g). La concentration de I’éthanol obtenu a la fin de cette fermentation est de 53,65 g/l.
Si on compare ces résultats avec ceux obtenus dans la fermentation n°1, nous constatons que
la levure posséde des parametres cinétiques Iégérement proches. Un taux de croissance de
0,093 ht et 0,097h! pour les fermentations n°4 et n°5, respectivement. Une productivité de
8,79 g.I"t.h! pour la fermentation n°4 et de 7,66 g.I"-.h pour la fermentation n°5.Ce qui nous
permet de conclure qu’il y a possibilité de fermenter la plante seule sans ajout du saccharose
dans le milieu de fermentation. Et pour optimiser les conditions de fermentation et améliorer
la productivité, des prétraitements chimiques et hydrolyses enzymatiques peuvent étre
appliquées sur la plante d’OFI pour dégrader la matrice lignocellulosique et rendre les sucres
fermentescibles de la plante accessibles a la levure pour les convertir efficacement en

bioéthanol.

Les prétraitements de la plante permettent d’augmenter la teneur des polyphénols, des
acides organiques et des concentrations de glucides dans le milieu de fermentation. Ceci est

dd aux
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Changements de la surface du vegétal & cause de la destruction de la cellulose, de
I’hémicellulose et de la lignine (Ursachi and Gutt, 2020).

IV. Comparaison entre les différentes fermentations réalisées

Les parameétres cinétiques obtenus par la levure cultivée dans différents milieux de

fermentation sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau V.8 : Les paramétres cinétiques de la levure obtenus a partir des différents milieux

de fermentation

Parameétres Fermentation Fermentation Fermentation Fermentation
Cinétiques n°1 ne2 n°3 n°4

xexp (™) 0,093 0,073 0,083 0,089

to (h) 7,42 9, 49 8,35 7,78

Pvhg (g.1-1h-1) 8,79 10,15 16 22,09

Yx,s (9/9) 0,20 0,105 0,108 0,132

L’évaluation de I’effet de substrat sur la production d’éthanol indique que le milieu de
culture a base de saccharose sans le jus des cladodes d’Opuntia permet une meilleure
production de biomasse exprimée a 63,66 g/l avec une vitesse spécifique de croissance de
0,093h. Dans ce cas, la levure a métabolisé la source de carbone pour produire de la
biomasse. Cependant, la quantité de biomasse produite lors des autres fermentations, dont le
milieu de culture est enrichi par jus de cactus, est beaucoup inférieure. Les masses obtenues
sont : 24,57 g/l, 35,72 g/l, 46,77 g/l pour les fermentations n°2, n°3 et n°4, respectivement.
Nous remarquons aussi que la vitesse spécifique de croissance diminue avec 1’ajout de jus de
cactus, par contre, la productivité augmente. Ce qui désigne que le métabolisme cellulaire a
été orienté beaucoup plus vers la production d’éthanol que vers la production de biomasse

dans les milieux de culture qui contiennent le cactus.

La vitesse spécifique de croissance d’une espece microbienne dépend étroitement de son
substrat. Pour cela la cellule présente différents parametres cinétiques dans les différents
milieux de fermentation. Egalement, le milieu de fermentation & base de saccharose seul
possede une source de carbone ou d’énergie simple et facilement accessible a la cellule pour
la dégrader. Par contre, les autres milieux se considérent comme des milieux complexes et les

sucres ne sont pas accessibles.
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Les résultats suggérent aussi que le rendement de conversion substrat-biomasse le plus
élevé (0,20 g/g) est donné par le milieu de culture de la fermentation n°1. Ce qui confirme que
ce dernier milieu est le meilleur pour produire de la biomasse et le milieu de culture qui donne

une meilleure productivité en éthanol est celui de la fermentation n°4.
V. Effet de la plante d’OFI sur la production d’éthanol

Nous remarquons d’aprés la figure ci-dessous que le volume obtenu a la fin de chaque

fermentation augmente avec 1’augmentation de la quantité de jus d’Opuntia ajoutée dans le
milieu de culture.

300 1

250 A

ermentation N4

FermentationN3
Fermentation N5

200 A
B |a quantité de jus

150 - d'OFI (g)

FermentationN2

B Volume d'éthanol (ml)

Fermentation N1

100 A

50 A

Figure V.11 : Les volumes d’éthanol obtenus selon la concentration de jus d’OFI

Dans le but de confirmer I’effet de jus d’Opuntia sur le métabolisme cellulaire et la
production d’éthanol, une analyse statistique ANOVA a un facteur a été effectuée par IBM
SPSS statistics 26. L'analyse de la variance pour comparer les volumes d’éthanol observés
selon la quantité de jus d’OFTI et pour vérifier la signification de la régression obtenue a
p<0,05. Les résultats sont présentés dans la figure V.12.

Nous avons appliqué les tests de normalité et effectivement, les variables suivent une loi
normale avec P value > 0,05. Ensuite, nous avons appliqué le test de corrélation et le résultat
se présente dans le tableau suivant.
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Tableau V.9 : tableau de corrélation obtenu entre les deux variables étudiés (le volume

d’éthanol en fonction de la quantité de jus d’OFTI

Corrélations

Masse Volume
Masse Corrélation de Pearson 1 ,960™
Sig. (bilatérale) ,010
N 5 5
Volume Corrélation de Pearson ,960™ 1
Sig. (bilatérale) ,010
N 5 5

**_La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).

A la lecture du tableau, nous constatons qu’il existe une corrélation significative au
niveau 0,01 c’est-a-dire cette corrélation est hautement significative (P<0,01). Il est a noter
aussi gue la relation entre les volumes d’éthanol obtenus a la fin de chaque fermentation et
les quantités de jus d’OFI ajoutées dans le milieu de fermentation est trés forte et
proportionnelle avec R?=0,921 (FigureV.12).Cette régressions est trés significative (P<0.01)
avec tres bonne régression (r > 0.90). Ce résultat suggere que le milieu de culture enrichi avec

le cactus est tres efficace pour améliorer la production de 1’éthanol.

L’augmentation du volume total de 1’éthanol produit par S. cerevisiae pourrait étre
expliquée par la richesse de la plante Opuntia en substances nutritives pour la levure. 1l s'agit
d'une excellente source d'oligoéléments naturels a savoir : calcium, potassium, magnésium,
phosphore, sodium, fer, cuivre, zinc et manganése (Sadok et al, 2008). De plus, selon les
mémes auteurs, les cladodes d’Opuntia contiennent de vitamines, polyphénols, fibres, sucres
totaux et réducteurs selon le stade de croissance. Tous ces composants peuvent augmenter la
performance du microorganisme a produire de 1’éthanol. D’autres chercheurs mentionnent
que les micro-organismes se développent efficacement dans les milieux complexes, grace a la
présence des composants qui peuvent étre utilisés comme précurseurs dans les voies

métaboliques (Pérez-Cadena et al, 2018).
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B Lindmre = 0,521

200,00
&
P
180.00
=
E s
=
c
£
T ,/'/
o el
-
[
E 12000
=]
=
100,05
BO.00
200 %0 %00

La masse du gel 4"0OFI (g)

Figure V.12 : Corrélation linéaire entre les volumes d’éthanol obtenus et les quantités de
jus d’OFT ajoutées dans chaque milieu de fermentation
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Conclusion

Conclusion

En Algérie, O. ficus-indica est la plante la plus répandue des cactus. Elle s’adapte aux
conditions écologiques et biologiques de ce pays telles que la sécheresse et I’aridité. On peut
utiliser cette plante magique comme une alternative pour le développement durable, par sa
fermentation en bioéthanol. C’est une meilleure fagcon de la valoriser, parce qu’on donne un
grand intérét aux biocarburants en raison des colts élevés des énergies conventionnelles et aux

problémes environnementaux.

Le but de notre travail est I’optimisation de la production de bioéthanol a partir de

sous-produit : le cactus.

Nous avons réalisé une série de fermentations a base de différents milieux de culture qui sont
composés du saccharose enrichis avec différentes quantités de jus de cactus, pour montrer
I’effet de ce dernier. Les résultats dévoilent que le meilleur rendement obtenu (196 ml) est
donné par un milieu de culture enrichi par 300 ml de cactus avec une productivité de 22,09 g.I"
Lh?. Aussi, nous avons remarqué que le rendement augmente avec I’augmentation de la
quantité de jus de cactus ajouté. Et I’analyse statistigue ANOVA a un facteur a confirmé qu’il
existe une corrélation hautement significative (P<0,01) entre les volumes d’éthanol obtenus a
la fin de chaque fermentation et les quantités de jus d’OFI ajoutées dans le milieu de
fermentation. De plus, cette relation est trés forte et proportionnelle avec R?=0,921. C’est une
régression trés significative (P<0.01) avec tres bonne régression (r > 0.90). Ce qui nous
permet de conclure que le milieu de culture enrichi avec le cactus est tres efficace pour

améliorer la production de 1’éthanol.

Nous avons obtenu aussi un volume de 68 ml avec une productivité de de 7,66 g.I-1.h-1 en
utilisant un milieu de culture composé du cactus seul. Ce qui qualifie cette ressource végétale
dans la production du bioéthanol de deuxiéme génération et dans d’autres industries
alimentaires. Donc il y a une possibilité de fermenter la plante seule sans ajout du saccharose
dans le milieu de fermentation. Sachant que Les cladodes d’OFI représentent un bonne source
des sucres fermentescibles, et pour améliorer ce procedé de fermentation des méthodes de

prétraitements et d’hydrolyses enzymatique peuvent étre appliquées sur la plante d’OFI.

Comme perspectives, il serait intéressant de :
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+ L’utilisation  des différentes types des hydrolyse (enzymatique, chimique,
électrochimique).

4 Une meilleure agitation au cours de la fermentation.

#+ La récolte et I”’utilisation des cladodes jeunes.

+ Ajout de base au cours de la fermentation pour ajuster le pH et éviter I’inhibition de

I’activité cellulaire.
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