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Introduction Générale

La protection de I’environnement nécessite de réduire les émissions de gaz a effet de serre et
I’accroissement de 1’indépendance énergétique. Pour cela, le monde est résolument engagé

dans la promotion des énergies renouvelables, et plus particulierement, des biocarburants [1].

Le bioéthanol est considéré, aujourd’hui, comme le principal biocarburant d’un
développement industriel impressionnant. Sa production dans le monde en 2000 a atteint 38

milliards de litre par an [2].

Cependant, la production et 1’utilisation de ces biocarburants ont donné le jour a de
nombreuses critiques puisqu’ils entrent en concurrence directe avec la chaine alimentaire. Ils
sont produits a partir de matieres premieres qui peuvent Etre utilisées dans une chaine

alimentaire animale ou humaine [3].

Selon les statistiques du RFA, 2011 (Renewable Fuels Association), les deux premiers
producteurs de bioéthanol, en I’occurrence : les Etas Unis et le Brésil ont atteint en 2011, une
production de 51 milliards de litres (48%) et de 29 milliards de litres (27%), respectivement.
Sa production est réduite a 0.2% dans le continent Africain et 5.2% en Europe. Le
développement des biocarburants vise a diminuer les émissions de CO,, a réduire la

dépendance pétroliere et a valoriser des ressources agricoles et forestieres nationales [1].

Il existe une tres grande variété de substrats qui peuvent étre utilisés comme maticre premiere
pour la production d’éthanol. Le choix est basé sur le cofit et la rentabilité du procédé. Parmi
ces substrats, 1’inuline qui est un polysaccharide particulierement abondant dans les racines de

I’artichaut, de la chicorée, des topinambours ou des oignons de dahlias [4].

De multiples microorganismes produisent de I’éthanol a partir de polysaccharides [6].
Cependant, plusieurs facteurs peuvent €tre pris en considération pour obtenir un meilleur
rendement. Ces facteurs sont: La capacité fermentaire, la tolérance a 1’éthanol élevée et

I’adaptation aux conditions de fermentation [7].

L’objectif de ce travail est d’exploiter des produits d’agriculture en vue de produire du
bioéthanol. Nous avons donc opté pour les betteraves, les dattes algériennes, le cactus et le

saccharose pour pouvoir comparer les différents résultats obtenus.


http://www.connaissancedesenergies.org/la-production-de-biocarburant-utilise-t-elle-la-surface-agricole-destinee-a-l-alimentation

Le présent travail englobe quatre chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a une étude bibliographique contenant des
généralités sur la production de 1’éthanol. Il présente également la comparaison entre les trois
générations d’éthanol, les avantages et les inconvénients du bioéthanol, les voies de

production et les différents domaines d’utilisation.

Dans le deuxieme chapitre, nous décrivons les prétraitements de la biomasse végétale
nécessaire pour une hydrolyse facile des sucres complexes. Nous passons, ensuite, a décrire

les étapes du processus de fermentation alcoolique et la purification de 1’éthanol produit.

Le troisieme chapitre présente les méthodes et le matériel utilisés dans le présent projet.
Enfin, le quatrieme chapitre est dédié a la présentation de tous les résultats obtenus lors de
cette étude. Des courbes et des tableaux de résultats sont adéquatement mis en valeur

accompagnés d’interprétations et de discussions.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale suivie de quelques perspectives pouvant

étre bénéfiques a un travail ultérieur.
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1. Introduction

L’abus de I’utilisation de combustibles a causé 1’accumulation de gaz a effet de serre dans
I’environnement qui a dépassé le seuil considéré « dangereusement élever » et qui est de 450
ppm équivalent CO,. Pour cela, il est nécessaire de trouver des alternatives renouvelables,
durables et économiquement viables : les biocarburants. Ces derniers se réferent aux
carburants obtenus a partir de sources biologiques renouvelables et qui peuvent étre utilisés

pour le chauffage, I’éclairage et le transport [8].

Les bioénergies présentent une voie prometteuse pour les énergies renouvelables et une réelle

opportunité pour répondre a nos besoins énergétiques [9].

Le bioéthanol qui appartient a cette famille d’énergies renouvelables, serait un bon substitut
aux énergies fossiles s’il peut étre produit conformément aux données industrielles et

économiques exigées par les populations et sociétés contemporaines [9].
I.1 Définition du bioéthanol

Le bioéthanol, une sorte d'énergie de biomasse, est une ressource renouvelable considérée
comme une alternative aux combustibles fossiles. Sa production traditionnelle est basée
principalement sur des sucres. Mais ceci entraine une concurrence entre les sources d'énergie
alimentaire et la biomasse. De ce fait, I’utilisation des matériaux lignocellulosique est choisie
pour la production d'éthanol en raison de leur disponibilité et de leur colit relativement faible

[10].

La fermentation du sucre, provenant des cultures sucrieres (canne a sucre, betteraves, blé), ou

provenant des cultures contenant de I'amidon (graines), conduit a la production d’éthanol.

L'amidon est une longue chaine de polymere de glucose. 11 doit d’abord étre dégradé en
monomeres de glucose puis fermenté. L’hydrolyse de I’amidon s’effectue par une enzyme
appelée amylase (enzyme digestive). Les produits issus de la fermentation de I’amidon sont
I’éthanol et le dioxyde de carbone. La transformation des monomeres de glucose est réalisée
par des levures telles que Saccharomyces. En théorie 51% du glucose est convertie en éthanol,

le reste est utilisé parla levure comme source d'énergie ce qui diminue l'efficacité de 40 a 48%

[11].

Le Tableau I.1 donne quelques caractéristiques physico-chimiques de 1’éthanol.
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Tableau 1.1 : Quelques caractéristiques physico-chimiques de I’éthanol [12]

Parametre Unité Bioéthanol

Masse moléculaire g/mol 46 ,069

Densité kg/litre 0,79

Indice d’octane (MON) / 89-96

Pression de vapeur Kpa 15-17

Température de fusion °C -144.4

Point d’éclair °C 12,8

1.2 Générations de bioéthanol (1ere, 2éme et 3¢éme génération)

Il existe trois générations de bioéthanol qui sont fondées sur différentes matieres premieres.

LE PROCEDE

Figure 1.1. Procédé de production de bioéthanol [13]
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A. Le bioéthanol de premiere génération

Le bioéthanol de premiere génération est un produit issu de la fermentation alcoolique de
sucres fermentescibles (glucose, saccharose, etc.) [14]. Ces sucres sont soit directement

présents dans la plante (canne a sucre, betterave sucriere), soit obtenus apres hydrolyse

enzymatique de 'amidon contenu dans les grains de blé ou de mais [15].

Cependant, le bioéthanol de premiere génération entre en concurrence directe avec la chaine
alimentaire. Il est produit a partir de matieres premicres qui peuvent étre utilisées dans une
chaine alimentaire animale ou humaine. Ce qui peut entrainer une augmentation des prix des
denrées alimentaires. D’un autre c6té, ce bioéthanol est économiquement déraisonnable, car
les teneurs en carbone des plantes sont principalement perdues au cours du processus de

conversion [12].
B. Le bioéthanol de deuxieme génération

Le bioéthanol de deuxieme génération, également appelé « biocarburant avancé », est produit
par I’exploitation des matieres premieres lignocellulosique telles que le bois, les feuilles et les
tiges des plantes ou celles issues de déchets. Ces matieres présentent un avantage de
disponibilité supérieure et de non concurrence alimentaire par rapport a la premicre
génération de bioéthanol [12]. La technologie de production du bioéthanol dit de deuxieme
génération n’est pas encore déployée au stade industriel mais des perspectives de mise en
application a2 moyen terme se dessinent. Leur production a grande échelle est prévue a

I’horizon 2020-2030[12].
C. Le bioéthanol de troisieme génération

Les microorganismes tels que les algues sont utilisées dans la production de bioéthanol de
troisieme génération car cette biomasse est convertie directement en énergie en utilisant
I’énergie solaire le CO,. Les facteurs technologiques et environnementaux influent

directement sur cette production [12].


http://www.connaissancedesenergies.org/la-production-de-biocarburant-utilise-t-elle-la-surface-agricole-destinee-a-l-alimentation
http://www.connaissancedesenergies.org/la-production-de-biocarburant-utilise-t-elle-la-surface-agricole-destinee-a-l-alimentation
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I.3. Comparaison entre les trois générations

Tableau 1.2 : Les trois générations de bioéthanol [16]

Génération de Premiere Deuxieme Troisiéme
Bioéthanol Génération Génération Génération
Source de Culture comestible Culture non Biomasse algale
matiere (Canne a sucre, mais, comestible

premiere betterave) (Résidus agricoles

Utilisation des
terres pour la
culture

Technologies de

Conversion

Rendement en
Bioéthanol
Impact sur

I'environnement

Avantages ou

inconvénients

Croque sur les terres arables

Extraction de sucre
Fermentation et

Distillation

Faible

Faible apport a l'atténuation
du

CO,

Processus de conversion ré

nativement simple

et forestiers)

Croque sur les
terres arables et
Marginales
Prétraitement,
hydrolyse,
fermentation,
distillation

Moyen

Contribution

oo

élevée
I'atténuation du
CO,

Pas de
concurrence avec

la ressource

alimentaire

Eau de mer
Eaux douces
Eaux usées
Distillation et

Fermentation

Elevé

Contribution élevée
a l'atténuation du

CO,

Investissements
limités et difficultés
dans la conception

des processus

1.4.1. Production de bioéthanol a I’échelle mondiale

L’éthanol a différents débouchés, tels que I’alcool de bouche, 1’alcool industriel et 1’éthanol

carburant. L’évolution de La production d’éthanol industriel et 1’éthanol de consommation

humaine a été relativement stable de2001 a 2010 passants de 12000 000 m3 a 15 000000 m3

[17].
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Dans les années1990, 1’éthanol produit a partir du pétrole représentait 7% du marché de
I’éthanol. En2006, le pourcentage a diminué a moins de 4% du marché et en 2009 il n’était
plus produit que par voie fermentaire. Ceci est dit a I’augmentation du prix du pétrole depuis
les années 2000. L’augmentation de la production est essentiellement liée a ’utilisation de

I’éthanol en tant que carburant [17].

L’augmentation de la production d’éthanol carburant est devenue presque exponentielle
depuis 2000. La hausse était de 58 a 80% en 2010 et jusqu’a I’année 2015. Ceci est expliqué

par les raisons suivantes :

- ’augmentation du prix du pétrole et a son instabilité ;

- ’augmentation des demandes énergétiques des pays émergeants ;
- la diminution des réserves de pétrole ;

- ’intérét environnemental de 1’utilisation d’éthanol carburant ;

- ’instabilité politique des régions productrices de pétrole [18].

En effet, les Etats Unis ont limité la production d’éthanol suite a une forte sécheresse sur le
continent nord-américain et donc de faibles récoltes, pour réorienter une partie du mais vers le

marché de 1’alimentaire [18].

En outre, la répartition mondiale de la production de bioéthanol est comme suit : En téte : les
Etats Unis avec une part de 48 % de la production mondiale de biocarburants (bioéthanol) ; le

Brésil avec 22 % et I’Union Européenne avec 16 % (2012) [18].

Ces trois régions produisent, a elles seules, plus de 86 % de la production mondiale des

biocarburants comme le montre la figure ci-dessous (figure 1.2) [12].

Bresil
Autre

Inde
Chine
EUA

1o

Figure 1.2 : Distribution de la production mondiale de bioéthanol (2006) [12]
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1.4.2. Production de bioéthanol a I’échelle continentale

L’ Afrique peut devenir un grand producteur d’éthanol extrait a partir de la biomasse comme il

est indiqué dans le tableau 1.3.

Le bioéthanol produit peut étre mélangé a 1’essence en des proportions allant de 5 a 85%. Au-
dela de 20% des adaptations aux moteurs de voitures sont nécessaires. Ce qui a conduit
pétroliers européens a transformer 1’éthanol en ETBE (éthyle tertio butyle éther) qui peut étre
incorporé a I’essence jusqu’hauteur de 15%. L’ETBE aurait 1’avantage d’étre mieux adapté
aux moteurs. En effet, I’incorporation directe de 1’éthanol a 1’essence pose certaines
difficultés techniques : le mélange essence/éthanol a une pression de vapeur plus élevée et

tolere mal la présence de traces d’eau [19].

Tableau 1.3 : Pays africains producteurs de bioéthanol en Afrique [20]

Pays Million (gallon)
Sud d’Afrique 110

Soudan 26

Zimbabwe 3

Kenya 6

1.4.3. Production de bioéthanol a I’échelle nationale

L’Algérie, possede un potentiel considérable en déchets et sous-produits de plantes qui
contiennent le saccharose ce qui permet de lancer un programme tres riche. La production
d’éthanol a partir de betterave constitue une solution intéressante sur le plan économique. Cet
alcool peut remplacer avantageusement celui obtenu par voie chimique a partir des produits
pétroliers. En outre, I’intérét de produire de 1’éthanol vient du fait que c’est une substance
énergétique et son utilisation couvre un champ étendu d’activités industrielles : fabrication
d’intermédiaires chimiques (produits de beauté, parfums, cosmétiques, produits
pharmaceutiques. De solvants, de détergents, etc. Enfin, il est utile de signaler, selon la Régie
des Alcools, que notre pays importe entre 30000 et 50000 hectolitres d’alcool éthylique par an
afin de couvrir ses différents besoins. En considérant les conditions climatiques, la
disponibilité de la matiere premiere, les exigences technologiques et la demande nationale en
alcool, un programme expérimental au niveau des laboratoires et a 1’échelle pilote a été

entrepris [21].
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L.5.Avantages et les inconvénients du bioéthanol

Le tableau I. 8 résume les différents avantages et inconvénients du bioéthanol [20].

Tableau 1.4 : Avantages et les inconvénients du bioéthanol [20]

Avantages

Inconvénients

Diminution des émissions de dioxyde de

carbone et meilleur rendement

énergétique des moteurs a explosion

Indice d'octane* élevé permettant une

meilleure efficacité des moteurs a

explosions

Diminution des émissions de particules,

de soufre, de benzene et de butadiene 1-3

Risque moins élevé de formation d'ozone

que I'essence et le diesel

Biodégradable

Capacité énergétique inférieure a celle de
I'essence (21285 kJ kg-1 pour I’éthanol
contre 32020 kJ kg-1 pour 1'essence)
Diminution de la dépendance au pays
producteurs de pétrole

Stimulation du milieu rural

Les véhicules utilisant 1'E8S produisent des
émissions plus élevées d'oxyde d'azote,
d'éthylene et d'acétaldéhyde que les
véhicules a essence

Indice de cétane** faible ne permettant

passons utilisation dans les moteurs a
combustion interne sans l'ajout d'un
accélérateur d'ignition

Augmentation des émissions

d'hydrocarbures par évaporation nécessitant
un réglage de la pression de vapeur du
carburant

Emission d'acide acétique en cas de réaction
entre le catalyseur et le carburant résiduel a
I'échappement
Corrosion des pieces en contact avec
I'éthanol

Augmentation de la  consommation

volumique de carburant

Prix encore élevé

Concurrence entre alimentation et énergie
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I.6. Domaines d’utilisation du bioéthanol
11 peut étre utilisé :

- Comme un carburant dans les moteurs a essence, soit de 5 a 20% dans les moteurs a
essence sans modification et/ou de85 a 100% dans des moteurs a essence spécifiquement
adaptés.

- Il peut étre converti en divers produits de base de I’'industrie chimique tels que,
I’éthylene, 1'éther et 1’éthyle tertio butyle (ETBE), conventionnellement, produits a partir du

pétrole [22].

Alcool 3 p
brulé ‘

Alcool éthylique Acide
C6H30H Acétique

=3
e -

Poudres
S umee Matéire

Phrmacies

plastique

S Moteurs
; : » adaptés(80 a
\ ! 100%)

Figure 1.3 : Domaines d’utilisation du bioéthanol [21, 23]

1.7. Conclusion

La production d’éthanol cellulosique fait actuellement I’objet de nombreuses recherches. Elle
reste une voie d’avenir due a la disponibilité de la matiere premiere ainsi que la possibilité de

fermenter I’ensemble de la plante simultanément.

10
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II.1. Introduction

La fermentation est connue depuis les anciens temps. Divers peuples (égyptiens, sumériens,
Babyloniens, ...) ont 'utilisée pour préparer de produits alimentaires comme le pain, les
fromages, les boissons alcoolisées, etc. Actuellement, la fermentation est utilisée pour la
fabrication de produits d’intérét industriel (yaourts, biere, antibiotiques, vitamines, anticorps,

bioéthanol, acides gras, etc.) [24].

La fermentation alcoolique (qui produit des alcools) consiste en la transformation par les
levures, principalement Saccharomyces Cerevisiae des sucres, principalement le glucose et
en éthanol et en dioxyde de carbone. Dans une fermentation alcoolique en batch , environ 30 a
35% de la source de carbone est convertie pour produire la biomasse cellulaire tandis que
50% d’hydrates de carbone est transformée en éthanol. Le reste des substrats est utilisé pour

la production de I’énergie et 1’entretien des cellules [24].

Les cellules vivantes constituent un systeme organisé avec des entrées de substrats,

d’oxygene, de facteurs de croissance et des sorties de déchets comme le CO, et I’éthanol.

La culture des cellules microbiennes, nécessite un environnement adéquat du point de vue du
pH, de la température. Ceci permet le développement, la maintenance et la reproduction des

cellules dans de bonnes conditions [25].
I1.2. Energie de biomasse
I1.2.1. Définition de la biomasse

La biomasse est une source d’énergie renouvelable unique puisqu’elle peut se présenter sous

forme liquide, solide, ou encore gazeuse [18].

Dans le domaine de 1'énergie, la biomasse regroupe « la fraction biodégradable des produits,
déchets et résidus provenant de 1’agriculture, y compris les substances végétales et animales,
de la sylviculture et des industries connexes ainsi que la fraction biodégradable des déchets

industriels et ménagers » [26].
I1.2.2. Définition de la biomasse végétale

La biomasse végétale est constituée principalement de matiere organique ainsi que de matiere
inorganique en plus faible quantité. La matiere organique a I’échelle macromoléculaire
consiste en la cellulose, 1’hémicellulose, la lignine et des maticres extractibles [2]. Cette

matiere doit étre hydrolysée afin de la rendre accessible aux micro-organismes. Dans un

11
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premier lieu, la biomasse subit un prétraitement afin d’en éliminer la lignine. Au cours de
cette étape, une partie de I’hémicellulose peut étre convertie en sucres. En second lieu, la
cellulose et I’hémicellulose restantes subissent une hydrolyse acide ou enzymatique et les

sucres obtenus sont par la suite fermentés en Ethanol [27].
I1.2.3. Composition de la biomasse

La biomasse lignocellulosique est composée de cellulose, d’hémicellulose et de lignine dans
des quantités variables avec 10 % de substances minérales (cendres, silice) et 10% a 80%
d’humidité .La cellulose est composée de chaines linéaires de glucose. Son hydrolyse donne
des monomeres de glucoses facilement fermentables en éthanol. Mais ses fibres sont
protégées par I’hémicellulose et la lignine. L’hémicellulose est composée de chaines de
différents sucres a 5 carbones (xylose, arabinose) ou 6 carbones (glucose, galactose,
mannose). La lignine est formée d'alcools aromatiques et d'autres molécules organiques li€s et

fortement réticulés [28].
11.2.4. Ressources de biomasse

Les filieres agricoles, forestieres et I’industrie agro-alimentaire sont les principaux agents
fournisseurs de biomasse comme le montre la Figure 1.1 Cette biomasse est susceptible d’étre
valorisée énergétiquement avec production de biodiésel, bioéthanol, bio méthane et
hydrogene. Les différentes voies de production de bioéthanol a partir des plantes sucrieres

(betteraves, datte...) et de plantes lignocellulosique sont décrites ci-dessous [29].

12
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Figure IL.1 : Ressources de biomasse utilisées pour la fabrication de biocarburants [30]

I1.2.5. Avantages et inconvénients de la biomasse

La biomasse représente une source d’énergie renouvelable, durable, propre et respectueuse de
I’environnement. Elle présente donc plusieurs avantages mais possede également des

inconvénients ; ces derniers sont résumés sur le Tableau II.1

13
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Tableau I1.1: Avantages et inconvénients des différentes ressources de biomasse [31]

Avantages

Inconvénients

La préservation des ressources de matiere

premieres comme le pétrole brut

La possibilité de la production d’énergie

neutre en carbone

La production de bioénergie peut
améliorer la situation économique des
zones rurales et freiner ’exode vers les
villes

La bioénergie provenant d’asylie culture
et de I’agriculture joue un role clé dans la
lutte contre le changement climatique et
la sécurité de

elle accroit

I’approvisionnement en énergie.

L’extension de I’utilisation de la biomasse a
des terres naturelles inutilisées peut détruire
les écosystemes. La déforestation a un effet
négatif substantiel sur ’empreinte carbone.
L’apparition de monocultures (culture du
mais). La concurrence pour I’utilisation des
terres restera toujours un facteur important
pour la biomasse et la bioénergie.

Des terres de grande valeur écologique
pourraient €tre menacées par la promotion
de la culture de plantes agricoles.

La combustion de la biomasse solide
(comme le bois) cause des émissions de
de carbone,

polluants (monoxyde

particules,) plus importantes que la

combustion de pétrole ou de gaz, a moins
que des mesures supplémentaires ne soient

prises.

I1.2.6. Prétraitement de biomasse

C’est une étape primordiale pour rendre la cellulose accessible a 1’hydrolyse (modifier les
propriétés physiques et physicochimiques de la lignocellulosique) par différents procédés
[23]. Ces derniers peuvent €tre physiques, thermochimiques et biologiques (Tableau 11.2).

Les procédés chimiques ont été largement utilisés.

14
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Tableau I1.2 : Différents procédés de prétraitement de la biomasse [13,33]

Type de procédés Exemple

Procédés physiques Broyage et radiations de haut
e énergie

Procédés chimiques - Avec des acides

- Avec des bases

- Avec des solvants organiques
(Organosol)

- Avec des agents oxydants

- Avec des liquides ioniques

Procédés - Explosion a la vapeur
Thermochimiques - Prétraitements a I’ammoniac
- Explosion au CO2
- Prétraitement mécanique/alcalin
- Torréfaction
Procédés biochimiques - Utilisation de champignons pour rendre

soluble la lignine

Combinés - Explosion de vapeur catalysée

I1.3. Production du bioéthanol

La production du bioéthanol a partir de la biomasse lignocellulosique comporte plusieurs

étapes :
1- Libérer de la cellulose et I’hémicellulose avant hydrolyse par un prétraitement,

2- Hydrolyser la cellulose et de I’hémicellulose afin de produire des sucres fermentescibles

tels que le glucose, xylose, arabinose, galactose et mannose,

3- Fermenter les sucres réducteurs,

4- Distiller le surnageant du mott de fermentation pour obtenir le bioéthanol pur [34].
I1.3.1. Hydrolyse

Le prétraitement acide de la biomasse (plantes lignocellulosique, résidus d’agriculture, algues,

etc.) Permet de libérer les hémicelluloses en premier. En effet, une concentration de 0,01 M
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d’acide sulfurique est généralement suffisante pourrompre les hémicelluloses en leurs

monomeres [35].

Il existe deux méthodes d’hydrolyse de la ligno cellulose: L’hydrolyse chimique et

I’hydrolyse enzymatique.
A. L’hydrolyse chimique

Elle implique 1’exposition de la ligno cellulose a un produit chimique pour une période de

temps et une température spécifique. Il existe deux types basiques d’hydrolyse chimique :
Hydrolyse a 1’acide concentré et hydrolyse a 1’acide dilué chacune avec des variations. [32]
B. L’hydrolyse enzymatique

C’est une alternative écologique qui consiste a utiliser des enzymes (cellulases et

hémicelluloses) afin d’hydrolyser la Lignocellulosic en sucres fermentescibles.
I1.3.2. La fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique consiste a transformer les sucres fermentescibles en anaérobiose
par des levures en alcool et gaz carbonique avec dégagement de calories selon la réaction

suivante [36] :
Sucres + Levures—Ethanol + CO; + Energie

Elle est réalisée dans un milieu riche en sucres. Le milieu de culture est introduit dans le

fermenteur puis inoculé avec le milieu de pré-fermentation. [37].

On retrouve généralement le glucose et le fructose comme source d’énergie. L’espece de
levures Saccharomyces Cerevisiae est 1’agent responsable de cette fermentation qui se déroule
en anaérobiose. Par dégradation d’une molécule de sucre via la voie de la glycolyse, on
obtient deux molécules d’ATP. Durant cette voie, deux molécules de cofacteur NAD+ sont
réduits en NADH. La production d’éthanol a partir du pyruvate de la glycolyse est la
conséquence de la ré oxydation de ces cofacteurs. Lors de la fermentation alcoolique, la
macération provoque 1’extraction de la couleur. La fermentation se déroule en milieu non

renouvelé [35].

La croissance de Saccharomyces Cerevisiae peut €tre limitée par 1’accumulation des
substances toxiques. Signale que les acides gras (I’acide océanique, de canonique, formés

parles levures, deviennent toxiques pour elle [35].
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Les fermentations sont des procédés multiphasiques, ce qui pose des contraintes biologiques
et physico-chimiques. Les fermenteurs nécessitent un systeme organisé avec des entrées de
substrats, d’oxygene, de facteurs de croissance et des sorties de déchets comme le CO; et

I’éthanol [35].

Les microorganismes ont besoin d’un environnement adéquat du point de vue du pH, de la
température, de la force ionique, de la présence de cofacteurs enzymatique et d’effecteurs

enzymatiques pour pouvoir se développer et produire les métabolites d’intérét [35].

Les systemes multiphasiques s’opposent a des contraintes de transferts entre chacune des
phases, ce qui entraine, lors de leurs mises en ceuvre a grande échelle, 1’hétérogénéité du

milieu [35].
I1.4. Les caractéristiques de la levure boulangere type« Saccharomyces cerevisiae »
I1.4. 1. Définition de la levure boulangére type (Saccharomyces cerevisiae)

Les levures sont des eucaryotes microscopiques, unicellulaire, hétérotrophes, ubiquistes,
faisant partie du groupe des champignons. Elle a été découverte, isolée et identifiée au milieu
du XIXeme siecle. Ce champignon, capable de métaboliser des sucres, (saccharo-)

responsable de la fermentation fut appelé Saccharomyces Cerevisiae par Mayenen1837 [38].
I1.4.2. Role de la levure Saccharomyces cerevisiae

Depuis 1’Antiquité, les Babyloniens, les Egyptiens et Celtes ont utilisé la levure pour la
préparation de boissons alcoolisées. Vers 370 ans avant J.-C, Hippocrate, le célebre médecin
grec, a découvert 1’action diurétique de la levure de biere et I’a conseillé comme remede. Au
Moyen-age, les moines qui soignaient les 1épreux absorbaient de la levure afin de ne pas étre
contaminés a leur tour. De nos jours, la levure Saccharomyces Cerevisiae est largement
utilisée dans 1’industrie alimentaire pour la fabrication des boissons alcoolisées, du pain, des

produits de santé et du biocarburant [39].
a) Morphologie et Structure

Les levures se caractérisent par la présence d’un : Noyau, mitochondrie, appareil de Golgi et
des chromosomes. Les cellules végétatives sont généralement ovoides ou sphériques. Leur

taille cellulaire varie de quelques microns jusqu’ a 25 a 30 microns [39].
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Figure I1.2: La structure morphologique et les constituants de la levure type

(Saccharomyces cerevisiae) [39].
I1.4.3. Croissance microbienne
La courbe de croissance microbienne en mode discontinue présente différentes phases

A. La phase de latence : elle correspond a une période d’adaptation métabolique du micro-

organisme au milieu. Elle est réduite au maximum en fermentation industrielle.

B. La phase exponentielle de croissance : c’est la phase au cours de laquelle la vitesse
spécifique de croissance (Mlexpo) €st maximale. La quantité de nutriments est en exces et la
biomasse augmente donc le plus rapidement. Les produits formés au cours de cette phase sont
les métabolites primaires. Tant que n’apparait pas de facteur limitant la croissance, la phase
exponentielle se poursuit. En coordonnées semi-logarithmiques In X = f (t), la courbe de la

phase exponentielle est une droite. Pour cette phase, on a la relation :

dx Xt
Py uX = lTlX—O—].J.t

Pendant la phase exponentielle, la vitesse spécifique atteint sa valeur maximale ; elle est notée

U max. nous avons alors :

Xt = X0 e maxt (Eq.1)

X, est la biomasse microbienne a I’instant t (g/L),

X est la biomasse microbienne initiale (g/L),
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Hmax €st 1a vitesse spécifique de croissance pendant la phase exponentielle (h-1),
t est le temps (h).

La biomasse microbienne X; peut étre remplacée par soit par la concentration d’oxygene
(procédé aérobie) ou la concentration de gaz carbonique (procédé anaérobie) qui varie avec le

temps. L’équation (1) reste alors valable.

C.la phase stationnaire : elle apparait apres une phase de ralentissement. Elle fait suite a la

consommation des nutriments et a la présence de déchets microbiens.

D. La phase de déclin : elle correspond a la diminution de la biomasse qui est liée a une lyse

cellulaire.

Ln X

Latence I Exponentielle Ralentissement

A

——
|
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
1

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
e
|
|

»
Temps

Figure I1.3. Les phases de la croissance bactérienne en mode discontinu [40]
II. 4.4. Conditions de culture

Saccharomyces Cerevisiae peut €tre cultivée dans un milieu liquide ou solide. Deux types de
milieu de culture peuvent €tre utilisés: un milieu riche sélectif et un milieu synthétique. La
biomasse est composée principalement d’eau et des éléments CHON (carbone, hydrogene,
oxygene, azote) ; le milieu doit donc fournir ces éléments pour permettre la croissance. Les

besoins des levures pour leur croissance sont les suivants :
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Tableau I1.3 : les éléments nutritifs consommé par le (Saccharomyce cerevisiae) lors de

son métabolisme fermentaire [41]

Les éléments nutritifs Exemples

L’eau Les levures sont constituées de 75% d’eau et

25% de matiere seche

Une source de Représente environ 50% du poids sec de la
Carbone levure
Une source d’azote Les levures contiennent 10% environ

d’azote, entrant dans la composition des
acides aminés, des acides nucléiques et de
certaines vitamines. Il est apporté par le
milieu de culture sous la forme de sels
d’ammonium (phosphate, sulfate, chlorure
et nitrate)

Une source des vitamines Des régulateurs et des cofacteurs importants
des voies métaboliques. Elles agissent
généralement comme coenzymes oOU
précurseurs d’enzymes. Saccharomyces
Cerevisiae est aux otrophepour les vitamines
suivantes qui seront ajoutées au milieu de
culture

Des oligo-éléments (ions inorganiques) Les macroéléments : K+, Mg2+, Ca2+,
/n2+ , Fe2+, Fe3+, Mn2+, Cl- dont la
concentration nécessaire varie entre 0,1 et 1
mm
Les microéléments : CO*", B>, Cd**, Cr',
Cu®*, T, Mo, Ni** pour lesquels une

concentration de 0,1 a 100 uM est suffisante
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IL. 4.5. Influence des parametres environnementaux sur le métabolisme de la levure
I1.4.5.1 Influence du pH

La levure Saccharomyces cerevisiae présente I’avantage de croitre sur un milieu acide, pour
lequel la plupart des bactéries ne se développent pas. Elle tolére un pH compris entre 4,5et

5[42].
11.4.5.2 Influence de la température

La température convenable pour la levure Saccharomyces Cerevisiae se situe entre 25°C et

35°C. 1l s’agit d’organismes mésophiles [43].

L’augmentation de la température accroit la vitesse de la production de certains
métabolitescomme 1’éthanol Mais, elle augmente la sensibilité et I’effet néfaste des stress tels
que les chocs osmotiques qui provoque une diminution de la viabilité, et de 1’activité

cellulaire [44].
11.4.5.3. Influence de I’éthanol

L’éthanol représente la principale cause de stress et devient toxique a des concentrations
allant de 8 a 18% (m/v) pendant la culture et ceci selon 1’état physiologique de 1’organisme.
Une fois la concentration de I’éthanol augmente dans le milieu de culture, on assiste a une
diminution de la vitesse de la croissance, de la viabilité cellulaire, de I’activité métabolique et

de la capacité de production de la levure [45].
11.4.5.4. Influence de I’oxygene

La concentration en oxygene dissous dans le milieu de culture est un parametre important qui
va orienter (en fonction de la souche utilisé, du mode de conduite, ...) le métabolisme du
microorganisme considéré. La tolérance a 1’éthanol peut augmenter notablement lorsqu’on

maintient un apport de faibles quantités d’oxygene dans le systeme [46].
I1.4.5.5. Influence du substrat

En général, I’inhibition par le substrat se manifeste de facon importante pour de
concentrations qui varient entre 150 et 250 g.L.-1 de glucose et a 400 g.L.-1, la croissance est

totalement stoppée [46]
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I11.1. Introduction
Le but de ce travail est de mettre en ceuvre des manipulations afin de produire 1’éthanol par

voie fermentaire en utilisant des résidus d’agriculture. Pour cela, des méthodes
expérimentales inspirées de travaux antérieurs ont été sélectionnées. Ces méthodes sont
décrites dans les paragraphes ci-dessous.

I11.2. Matériel

Dans le présent travail, nous avons utilisé du matériel végétal, biologique et chimique. Nous
avons aussi eu recours a des appareils. Ces produits et appareils sont cités dans le tableau
II.1.

Tableau III.1. Matériel et appareils utilisés pour I’élaboration du procédé de production

du bioéthanol

Type de matériel Matériel
Matériel végétal -Betterave sucriere algérienne de moindre
qualité

- Dattes algériennes de moindre qualité
provenant de la région du Sahara

-Cactus algériennes de moindre qualité

Matériel biologie Levure boulangere (Saccharomyces
(Micro-organisme) Cerevisiae)
Appareilles utilisés - pH-metre

- Spectrophotometre

- Thermometre

- Balance

-plaque chauffante

-Etuve
-Four
-Distillateur
Réactifs chimiques Acetone , ethanol, H,Soy4, Hcl, alcool (CHoy),

Fecls, stiasny, pb (CH3Co0);
H,So4, NH4OH, Zinc, alcool, isoamylique,
chloroforme, NH4OH, isopropanol, anhydride,
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acétique, Fehling, ether.

I11.2.1. Matériel biologique « Saccharomyces cerevisiae »

L’espece de levure Saccharomyces Cerevisiae sélectionnée dans le présent travail est celle
commercialisée en Algérie. Elle doit étre stockée a 1’obscurité en étant hermétiquement
fermée. Les conditions de croissance et d’activité dans un milieu humide sont données dans le
tableau IIL.2.

Tableau II1.2 : Conditions de croissance de la levure Saccharomyces cerevisiae [47]

Parametresphysico- Conditions optimales pour ’activité

Chimiques Leveurienne

Température Ambiante

pH Acide

Type de fermentation Anaérobie

Sucres fermentés Saccharose, sucres de betterave, sucres des
dattes

I11.2.2. Matériel végétal « Betterave, dattes et cactus »
Dans ce travail, nous avons utilisé le saccharose, la betterave, les dattes et les raquettes de
cactus d’origine locale comme source énergétique afin de produire le bioéthanol.

a. La betterave
La betterave sucriere (Beta vulgarise) appartient a la famille des chénopodiacées, originaire
du bassin méditerranéen. Sa teneur en saccharose varie de 16 a 20 % et elle est beaucoup
moins exigeante en eau et plus riche en sucre que la canne. Dans une tonne de betterave on
peut extraire 130 a 140 Kg de sucre, 50 Kg de mélasse et 500 Kg de pulpes humides [48].
Un volume de 86 litres de bioéthanol et une quantité de 51 kg d“une tourte fibreuse (utilisée
pour 1"alimentation animale) sont issus d ‘une tonne de tubercules [49].

b. Les dattes
La datte est le fruit de palmier dattier. Elle peut étre un substrat de choix pour produire de
nombreuses substances a forte valeur ajoutée tel que 1’éthanol [50]. Les sucres sont les
constituants majeurs de la datte. Généralement, on note la présence de trois types de sucres :

le saccharose, le glucose et le fructose [51].
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(a) (b) (©)

Figure I11.1. Matériel végétal utilisé comme matiére premiere pour produire du bioéthanol

(a) Pate des dattes, (b) Betterave, (c) cactus

C-Cactus

La plante Opuntia ficus-indica pousse dans toute 1'Algérie, elle peut atteindre 3 metres de
haut. La base agée est plus ou moins cylindrique et lignifiée, portant une suite de « raquettes »
de plusieurs décimetres de long et articulées les unes sur les autres, de forme ovée, oblongue
(cladodes). Les aréoles sont espacées et porteuses de poils irritants et d’épines courtes. Cette
plante 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.
Des propriétés offrant une meilleure adaptation aux conditions arides et semi-arides et une
culture dans les régions seches. [52]

En effet, les cladodes d’O. Ficus-indica pourrait servir de seconde production de matieres
premieres pour la production de matiere premicre afin de produire le bioéthanol sans la
concurrence pour les terres agricoles a fort prix ou de fagon importante ; remplacer la
végétation naturelle [53].

I11.3. Analyses physiques des fruits (datte, betterave, cactus)
I11.3.1. Aspect des raquettes (cladodes)

Ovoides aplatis en forme de raquette (cladode), de couleur vert mat, elles sont couvertes de

petites aréoles et d’épines.
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I11.4. Analyses chimiques des raquettes d’0. Ficus indica

I11.4.1. Détermination du pH
- Principe
La mesure du pH est basée sur la différence du potentiel existant entre une électrode de verre
et une électrode de référence plongées dans le produit. Cette détermination est réalisée a 1’aide
d’un pH metre.
- Mode opératoire
e Placer le jus de la figue de barbarie dans un bécher.
® Procéder a la détermination du pH en prenant soin que 1'électrode soit complétement

immergée dans la solution. Effectuer la lecture de la valeur.
I11.4.2. Solubilité [54]
- Principe

La solubilité est la capacité d’une substance a étre en solution et étre dissoute pour obtenir un
liquide homogene.

- Mode opératoire
Les cladodes d’O. Ficus indica ont été broyées a 1’aide d’un mixeur électrique jusqu’a
I’obtention d’un gel. Ensuite, ce dernier a ét€ réparti dans trois (03) béchers. Dans le
premier bécher, nous avons rajouté de 1’acétone, de I’éthanol dans le deuxieme bécher et de
I’eau distillée dans le troisieme bécher. A la fin, nous avons remis chaque bécher sur un
agitateur pendant 30 minutes.

I11.4.3. La perte a la dessiccation [55]
- Principe

La perte a la dessiccation est la perte de masse exprimée en pourcentage m /m.

- Mode opératoire
e Mettre 10 g des feuilles d’O. ficus indi¢a dans I’étuve a 115°C pendant 2h.
e Placer ’échantillon dans un dessiccateur contenant du gel de silice anhydre. Laisser
refroidir puis peser et noter la masse.
I11.4.4. Détermination de la teneur en eau [56]
- Principe
On procede a une dessiccation de 1'échantillon a analyser dans une étuve a la température de

(100 a 105°C) et sous la pression atmosphérique jusqu'a l'obtention d'une masse pratiquement
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constante. Pour éviter toute reprise d'humidité, il convient d'opérer dans des vases de tare,
placés dans un dessiccateur.
- Mode opératoire
e Apres le broyage de la plante de cactus, mettre 2g de gel dans un vase.
e Placer le vase dans une €tuve réglée 2 105°C oy pendant 3h.
e Peser I’ensemble et répéter la méme opération en réduisant le temps (une heure
seulement).

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

teneur en eau (%) = [(p2 - p3) /(p2-p0) ] *100

Avec :

Py=la masse du creuset vide ;

P;=1a masse en « g » de la prise d’essai avant dessiccation ;

P,=1a masse en « g » de la prise de (essai + creuset) avant dessiccation ;
P;=1a masse en « g » de la prise de (essai + creuset) apres dessiccation.
I11.4.5. Détermination de la teneur en matiere seche

A partir de la teneur en humidité on peut déterminer le taux de matiere seche qui est

donné par la formule suivant :

taux de matiere seche% = 100 - le taux d’humidité %

Avec :
Po=la masse du creuset vide ;
P=la masse en « g » de la prise d’essai avant dessiccation ;

P,=1a masse en « g » de la prise de (essai + creuset) avant dessiccation ;
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P;=1a masse en « g » de la prise de (essai + creuset) apres dessiccation.

I11.4.6. Détermination de la teneur en cendres totales [57]

- Principe

C’est la quantité de substance résiduelle non volatile obtenue apres la calcination totale

de 1’échantillon.

- Mode opératoire

e Chauffer un creuset pendant 30 min.

e Laisser refroidir dans un dessiccateur.

e Introduire 1 g de I’échantillon pulvérisé dans le creuset.

e Répartir uniformément la prise d’essai a I’intérieure du creuset.

e Dessécher pendant 1h a 100 -105°C puis incinérer dans un four a moufle, a une
température de 600+25°C pendant 2 h.

e Continuer I’incinération jusqu’a I’obtention d’une masse constante.

e Apres chaque incinération, laissé refroidir le creuset au dessiccateur. Si les
cendres contiennent encore des particules noires apres une incinération,
plonger les dans I’eau chaude et filtrer sur un filtre sans cendres.

o Incinérer de nouveau le résidu avec le filtre, réunir le filtrat et les cendres,

évaporer prudemment a siccité et incinérer jusqu’a une masse constante.

La teneur en cendres est donnée par la formule suivante :

T=[(M1 -Mo)/E] *100%

Avec :
M, : masse final (creuset +cendre totale) en gramme ;
Mp : masse du creuset vide en gramme ;

E : prise de la matiere végétale.
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I11.4.7. Détermination de la teneur en cendre sulfurique [57]
- Le principe
Il permet de quantifier les substances inorganiques contenues dans I’échantillon végétal.

- Mode opératoire
e Chauffer un creuset de porcelaine a 600£50 °C pendant 30 min.
e Laisser refroidir dans un dessiccateur sur du gel de silice et peser.
e Placer ensuite 1,00 g de la matiere pulvérisée.
o Humecter la matiere avec une quantité suffisante de H,SO;, dilué et chauffer
lentement jusqu’a carbonisation complete de la matiere.

Laisser refroidir le creuset dans un dessiccateur puis peser.

La masse du creuset de la prise d’essai est: S =Py -T

La teneur en cendre sulfurique est donnée par la formule suivante :

(5%100)/p1 (%)

Avec :

S = masse de cendre sulfurique de la prise d’essai en gramme ;
P;= masse de la prise d’essai en gramme ;

T= tare du creuset en gramme ;

Po=masse du creuset apres calcination en gramme.

I11.4.8 Détermination de la teneur en cendres chlorhydriques (cendres non solubles
dans I’acide chlorhydrique) [55]

- Principe

Les cendres chlorhydriques ou cendres insolubles dans 1’acide chlorhydrique consistent en un
résidu obtenu en faisant bouillir les cendres totales dans 1’acide chlorhydrique a 10%. Leur
détermination permet de mesurer la quantité de matieres siliceuses, spécialement de sable qui

peut souiller les échantillons mal lavés ou mal triés.
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- Mode opératoire
e Dans un creuset ajouter au résidu obtenu lors de la détermination des cendres
totales 15 ml d’eau et 10 ml d’HCL a 10%.
® Recouvrir d’un verre de montre et faire bouillir doucement pendant 10 min
e Filtrer le résidu et laver a I’eau tres chaude.
e Dessécher et incinérer jusqu’au rouge sombre.

e Laisser refroidir aux dessiccations et peser dans le méme creuset.

T =[(M1-MQ)/E] *100%

Avec :
M;: masse finale (creuset + cendre chlorhydrique + papier filtre) ;
Mj : masse du creuset vide en gramme ;
M: masse de papier filtre ;
E: prise de métier en gramme.
I11.4.9.Détermination de I’indice de gonflement [55]
- Principe

L’indice de gonflement est le volume, en millilitres, qu’occupe 1g de I’échantillon gonflé
dans I’eau, y compris le mucilage qui y adhere. Ce parametre confirme la présence de
polysaccharides (mucilages, gommes) dans 1’échantillon végétal.

- Mode opératoire

Dans une éprouvette graduée a bouchon rodé de 20 cm de hauteur sur 20 mm de diametre
introduire 1g de I’échantillon pulvérisé. Humecter I’échantillon avec 1 ml d’alcool (CHO,) et

ajouter 25ml d’eau distillée.

e Agiter énergiquement tous les 10 min pendant 3h

e A la fin filtrer avec du papier filtre et mesurer la masse finale.

IG = (m initial + m final )/2
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I11.5. Etude phytochimique
- Principe [56]

L'examen phytochimique permet de détecter la présence ou l'absence des constituants
chimiques essentiellement les composés phénoliques tanins et flavonoides, les composés

azotés en particulier les alcaloides.

La mise en évidence s'effectue par des tests phytochimiques réalisés généralement sur les
extraits déja préparés (par épuisement a chaud ou par macération a froid) ou directement sur
la poudre d'échantillon a analyser.

Ils sont basés sur :
® Les essais de solubilité des constituants de la plante, vis-a-vis des solvants
organiques de polarité différente ; I'eau, 1'éthanol, 1'éther d’éthylique.
e Réaction de coloration et de précipitation.

I11.5.1. Recherche des polyphénols totaux [58]
- Définition

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques tres
variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CcHsOH qui est un monohydroxy
benzene. Les composés phénoliques sont forts répandus dans le regne végétal ; on les
rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et 1’ardbme, ou
I’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 cas
jusqu’a 10% et méme d’avantage. Dans la nature, ces composés sont généralement dans un
état 1ié¢ sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous

forme de polymeres naturels (tanins) [58].
II1.5.1.1. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes. Ces composés naturellement
produits par les plantes se caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines.
Ils sont tres répandus dans le réegne végétal, mais ils sont particuliecrement abondants dans
certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les Rosacée.
Ils peuvent exister dans divers organes : 1'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les

graines.
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- Principe
En présence de FeCls a 1% ; les extraits aqueux tanniques se colorent en bleu-vert, bleu

sombre ; ou vert ou se forme de précipités.

- Préparation de I’infusé [59]
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 maniere a obtenir 100 ml
de filtrat.
Introduire dans un tube a essai 5 ml de I’infusé a 5%, ajouter goutte a goutte environ 1ml
de solution aqueuse diluée de FeCl; a 1% : en présence des tanins, il se développe une

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

- Laréaction caractéristique

CH:0K o CH:0K o
; ) T : H ) ' CON
/' H "= (l '—'/7 \‘—CH + FeCl3——3p /K O.\O—‘- -—‘// \X—O—Fe + 3 HCl
(& 291~ A
OHH" H B \OH .:.f{\'{.__i' H \o ~

H OH H OH

II1.5.1.2. Tanins hydrolysables (galliques)

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

Ils 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 l'acide gallique et les tanins ellagiques (Ellagitanins), Ainsi sont scindés par les

enzymes en oses et en acide ellagique.
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- Principe [55]
Cette méthode est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange de l'extrait
tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la coloration rouge violet du complexe,
d'ou la formation, des ions (Fe 3+)

- Préparation de I’infusé [59]
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) et 1ml de FeCls a 1% Iml). Le développement d’une
teinte bleu-noiratre indique la présence des tanins galliques.
I11.5.2. Les flavonoides

- 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 par
an, est converti en flavonoides.
Ce sont des pigments végétaux jaunes orang€s (leur nom venant du mot latin Flavius :

jaune). Ils sont formés par un squelette a 15 carbones (structure en C6-C3-C6).
Communément cyclisé pour former le cycle C [59].

I11.5.2.1. Anthocyane

- Définition
Les  anthocyanes (« fleur bleu sombre » en grec) sont des pigments solubles dans 1’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.

- Principe

En présence de NH,OH, H,SOg4les anthocyanes donnent une coloration

- Préparation de I’infusé [57]
Sml d’infusé sont ajoutés de 5ml de H,SO4 concentré puis Sml de NH4OH, si la coloration
s’accentue par acidification, puis vire au bleu violacé en milieu basique, on peut conclure la

présence d’anthocyanes.
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I11.5.3. Réaction cyanhydrique (cyanidine) [60]

- Définition
La cyanidine est un composé organique naturel. C'est un pigment coloré relativement instable
qui se rencontre rarement sous forme libre dans les tissus végétaux mais plutdt sous une
forme glycosylée plus stable. Il est présent dans les fruits rouges et les pétales rouges ou bleus
de beaucoup de fleurs.

- Principe

En présence d’acide chlorhydrique ; et de copeaux de zinc, les flavonoides donnent les

réactions de coloration caractéristiques.

- Préparation de I’infusé [57]
Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’infusé et ajouter 5 ml d’alcool chlorhydrique (éthanol
a4 95%, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) puis quelques copeaux de zinc
ou de magnésium et 1 ml d’alcool iso amylique. L’apparition d’une coloration : rose orangée
(flavones), rose violacé (flavonones) ou rouge (flavonols, flavanonols) rassemblé dans la
couche surnageant d’alcool iso amylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine).
Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavonoiques, négative avec les

chalcons, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines et les isoflavones.

- Réaction caractéristique

o " Hal =
RO/ 0_/ N\ Mg+HCI  ®o ///\/o /7 N\ F 0\ F V\)-\—ou
Q== (== I
A\ NN
NN o N o N o
o © OH H omn o
Chromenol chlorure de cyanidine
rouge
- Principe

La coloration plus ou moins rouge de 1’extrait chloroformique (1ml) additionné de NH,OH
dilué au demi indique la présence d’anthraquinones libres. En présence de NH4OH, les

solutions de quinones présentent une coloration plus ou moins rouge.
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- Préparation de I’extrait [57]
A 1g de poudre, ajouter 10 ml de chloroforme et chauffer pendent 3 mn sur bain marie. Filtrer
a chaud et compléter a 10 ml avec le méme solvant si nécessaire.

- Réaction de portager [57]
A 1 ml de I’extrait chloroformique obtenu, ajouter 1 ml de NH,OH diluée puis agiter. Une
coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

II1 .5.4. Détermination des Glucosides
- Principe [57]

Réaction avec 1’acide sulfurique sur la poudre donne une coloration rouge violette. Mettre
deux gouttes de 1’acide sulfurique concentré sur une masse de la poudre végétale. En présence
des glucosides, la masse se colore en rouge brique, puis en violet.

- Laréaction caractéristique

oH 9 OH

(o]
M

I

OH

OH
1
= =
+ HC1L———————»
S D

I11.5.5. Détermination des saponines [60]
- Définition

Le nom saponosi d’est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon, qui évoque le caractere
moussant de leur solution aqueuse. Les saponosi des sont des composés, pour la plupart, tres
polaires et sont souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils
possedent en outre un large spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques.

- Principe

Par agitation, une mousse persistante dont la hauteur est mesurable apparait dans les solutions

de saponines.
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- Préparation du décocté [55]

A T’aide d’une erlenmeyer de 250 ml, faire une décoction de 5g de poudre dans 50 ml d’eau
distillée. Chauffer pendant 15 minutes tout en maintenant une ébullition modérée. Filtrer
apres refroidissement et ajuster a 50ml.

- Formation de la mousse persistante [57]

Introduire dans un tube a essai un 10 ml du décocté précédemment préparé. Agiter le tube
dans le sens de la longueur pendant 15 secondes, a raison de deux agitations par seconde.
Laisser reposer pendant 15 minutes. Noter la présence de mousse et mesurer la hauteur de la

mousse dans le tube.
I11.5.6. Détermination des hétérosides cardiotoniques [57]
- Principe

Les hétérosides donnent une coloration verte en présence de réactif de LIEBERMAN-

BURCHARD.

- Extraction
Ajouter a 1g de poudre 10 ml d’éthanol a 60% et 5 ml d’acétate de plomb pb (CH3;COO) , a
10%. Chauffer sur bain-marie pendant 10 mn et filtrer. Agiter le filtrat avec 10ml de
chloroforme sans formation d’émulsion. Laisser décanter. Puis soutirer la phase

chloroformique et évaporer a sec. Reprendre le résidu avec 2 ml d’isopropanol.

- Réaction de Libermann Burchard [57]
A 1 ml de D’extrait, ajouter 1/5 du volume d’anhydride acétique, puis, goutte a goutte de
I’acide sulfurique concentré : il se développe d’abord une coloration rouge, ensuite bleue et
enfin verte. La réaction de Liebermann n’est pas employée en général, elle est caractéristique

pour les substances dérivées de la bufanolide.
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Réaction caractéristique [57]

II1.5.7. les éléments réducteurs [57]
principe

Les éléments réducteurs donnent une coloration rouge brique en présence de réactif de

Fehling.
- Préparation de I’infusé

Verser 5 ml de décocté aqueux a 10 % dans une capsule et évaporer a sec au bain marie.
Ajouter au résidu 1 ml de réactif de Fehling. L’obtention d’un précipité rouge brique indique
la présence des éléments réducteurs.

I11.5.8. détermination du mucilage [61]
- Définition

Les mucilages sont des substances végétales, constituées de polysaccharides, qui gonflent au
contact de l'eau en prenant une consistance visqueuse, parfois collante, semblable a
la gélatine. Le terme désigne également une préparation élaborée a partir de mucilage ou un

liquide visqueux obtenu par dissolution d'une gomme végétale dans I'eau.
- principe [57]
En présence de 1’alcool absolu, 1’apparition de flocons prouve la présence des mucilages.

- Extraction
Introduire 1 ml du décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouter 5 ml d’éthanol absolu. Apres
une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux par mélange, indique la

présence de mucilages.
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II1.5.8.1. Les coumarines
- Définition

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés
connus par des benzo -a-pyron et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se
trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combinées avec des sucres. Elles sont
responsables de 1'odeur caractéristique du foin.

- Caractérisation

Evaporer 5ml d’extrait éthérique , obtenu par macération pendant 24h de 1g de poudre dans
20 ml d’éther dans une capsule a I’air libre. Ajouter 2ml d’eau chaude, partager la solution
entre 2 tubes a essai et ajouter au contenu de 1’un des tubes 0,5 ml de NH,OH a 25%.
Procéder a I’observation sous UV a 366 nm : une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.

-On utilisée la méme manipulation pour déterminer les composants physicochimiques de datte

et de betterave

II1.6. Protocole de I’extraction du jus (substrat)

I11.6.1. Protocole de I’extraction du jus de datte

Le jus de datte est préparé par la méthode citée par Boudjelal et Nacib(2001) :

e Laver et dénoyauter les dattes soigneusement ;
e Additionner d’eau a raison de 21/Kg de pulpes ;
e Chauffer le mélange (2 kg de datte plus 41 d’eau distillée) a 80°C pendant 2h ;

Figure IIL.2 : Préparation du jus de dattes
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I11.6.2.

I11.6.3.

Centrifuger I’extrait obtenu a 5000 r.p.m pendant 30m pour séparer les débris

cellulosiques

Figure II1.3 : Filtration du jus avec une compresse
Protocolel de I’extraction de jus de betterave

Laver les gossettes de betterave afin de les débarrasser de la terre et des herbes
Découper 1.5kg de betterave sucriere en petits morceaux et les placer dans un bécher
avec un volume d’eau distillée.

Placer le mélange sur une plaque chauffante jusqu’a ce qu’il cuisine, puis mixer bien
le mélange et ajouter I’eau distillé jusqu’l’obtention de 3.51 de jus.

Filtrer le mofit obtenu a travers une compresse.

Protocole de I’extraction de jus de cactus

Laver les cladodes de cactus afin de les débarrasser de la terre, des herbes et les
épines ;

Broyer les cladodes dans un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’un gel a raison de
500g ;

Filtrer le molt obtenu a travers une compresse et ajouter de I’eau distillée jusqu’a un
volume de 3.51 ;

Meélangera I’aide d’un mélangeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une solution

homogene puis ajouter 1 kg de saccharose ;
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Figure I11.4 : Filtration du jus avec une compresse

I11.6.4. Protocole de I’extraction de jus de saccharose
-Premierement, nous mesurons 3,5 litres d'eau distillée

-Puis on le chauffe un peu pour que le sucre se dissolve

-Ensuite, nous y ajoutons 1 kg de saccharose et en mélangeant bien

I11.7. Procédé de fermentation éthanoique

Pour qu’une fermentation s’effectue dans de bonnes conditions, la concentration initiale des
sucres ne doit pas dépasser 300 g/l dans le milieu de culture synthétique. Cette concentration
est tres importante car elle conditionne le taux d’alcool en fin de fermentation [62]. Aussi, le
milieu doit étre supplémenté de sels minéraux pour assurer un métabolisme optimal pour les
levures. La fermentation est conduite en anaérobiose pendant 15 jours. Pour suivre I’évolution
de la fermentation, des mesures de la concentration de CO, et des analyses physico-chimiques
et biochimiques sont effectuées. Au cours de la fermentation, nous avons donc suivi :

e [’acidité du mofit a I’aide d’un pH metre ;

e Le taux de glucose ;

e Le taux du CO, dégagé

e [abiomasse

I11.7.1. Protocole de la fermentation alcoolique

» Préparation de I’inconnu (pré culture)

Dans un erlenmeyer de 250 ml, introduire 100 ml d’eau distillée chauffée 40°C, puis ajouter

40 g de la levure. Homogénéiser bien le mélange.
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Protocole de la fermentation alcoolique

Les différentes fermentations contenant différents milieux de culture synthétiques a savoirle
jus de betterave, le jus de dattes et le gel de cactus sont réalisées dans un bioréacteur d’une
capacité de 5 1 opérant en mode discontinu Figure IIL.S. L ’agitation magnétique est assurée
par un agitateur magnétique pour favoriser I’oxygénation du milieu. Un volume de 3.5 1 de jus
est placé dans le fermenteur.

Nous avons inoculé le fermenteur par un volume de 100 ml de pré culture. Le fermenteur a
été rapidement fermé a 1’aide d’un bouchon hermétique afin d’assurer les conditions
anaérobiques. La fermentation commence une fois que le dégagement de CO; est observé. La
quantité du CO, dégagé est alors mesurée par la méthode de déplacement de liquide voire
figure IIL.S. Le temps de fermentation est fixé a 15 jours au bout duquel 1’opération de
distillation du mélange fermenté est élaborée afin de récupérer le bioéthanol .Des
prélevements ont été effectué pendant la durée de la fermentation pour pouvoir réaliser les

différentes mesures nécessaires.

Figure IIL5. Dispositif expérimental de la fermentation alcoolique

I11.7.2. Distillation du moit de fermentation pour la récupération du bioéthanol

Apres 15 jours de fermentation, le vin de dattes (ou de betterave), (ou de cactus) obtenu est
distillé afin d’extraire I’éthanol. La température de distillation est de 1’ordre de 78 °C. La
distillation est effectuée dans un montage classique comportant un chauffe-ballon, des

colonnes de réfrigération et une ampoule de récupération de distillat (éthanol).
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Figure IIL.6. : Montage de Distillation du mélange

I1.8. Techniques analytiques et aspect du substrat

Le jus des matieres premieres (betterave, dattes et cactus) produit doit étre caractérisé a partir
de ses propriétés physicochimiques pour se rendre compte de son aptitude a la
biotransformation. Parmi ces parametres nous citons : le pH et le taux des sucres totaux.
II1.8.1. Aspect du substrat

Pour une bonne élaboration du procédé de fermentation, le jus utilisé doit étre sirupeux et
visqueux. Sa couleur differe selon la nature de la matiére premiere a partir de laquelle il a été
extrait.

II1.8.2. Mesure du pH

La détermination du pH, est essentielle pour le controle du molt, avant et au cours de la
fermentation. Sa variation nous renseigne sur 1’activité métabolique de la levure au cours la

transformation des sucres en alcool. La détermination du pH s’effectue par un pH-metre

I11.8.3. Dosage des sucres réducteurs

— Verser dans un erlenmeyer de 100 ml, quelques billes de verre et 5 ml de liqueur de

Fehling. (On peut éventuellement ajouter 10mL d’eau).

— Amener la liqueur de Fehling a ébullition a 1’aide d’un bec électrique ou d’un agitateur

magnétique chauffant.

— Verser doucement, sans arréter 1’ébullition, la solution sucrée jusqu’a disparition de la

coloration bleue (sans apparition de la coloration jaune). — Soit V le volume en ml versé.

I11.8.4. Mesure de la pression du CO,
Le CO; résultant de la fermentation suite a la dégradation des sucres présents dans le substrat
peut étre mesuré. La méthode utilisée dans le présent travail est la détermination de la

pression du gaz par déplacement de liquide. La figure IIl.5montre le montage permettant
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d’effectuer la mesure de la pression du CO,. Le fermenteur est relié par I’intermédiaire d’un
tube a un erlenmeyer rempli d’eau de robinet. Ce dernier est a son tour relié par un deuxieme
tuyau a un récipient vide. Le CO, produit dans le fermenteur entre dans 1’erlenmeyer en
exercant une pression qui va chasser une quantité d’eau proportionnelle a cette pression. Cette
quantité d’eau récupérée dans le deuxieme récipient a un volume équivalent a la pression de

CO; libéré. Pour une bonne mesure, le systeme doit étre étanche.

42



Chapitre IV

Résultats et discussion



Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1. Introduction

Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus dans le cadre de ce travail. Nous
interpréterons et nous discuterons chaque résultat afin de valoriser ce projet. Les points présentés

ici concernent :

» Les caractéristiques physicochimiques du matériel végétal utilisé comme matiere
premiere ;

» Etude phytochimique du matériel végétal utilisé ;

» Les parametres cinétiques de la croissance microbienne sont calculés ;

» La productivité de I’opération sera également présentée et discutée.

IV.2. Caractérisation physicochimique du matériel végétal utilisé comme matiere premiere

Les analyses physicochimiques, des différentes plantes étudiées, les betteraves, Opuntia ficus
indica et les dattes, réalisées dans le cadre de ce travail sont basées sur la détermination de la
valeur de pH, du taux d’humidité, du taux de la matiere seche, de leur teneur en minéraux ainsi

que leur indice de gonflement.
a) Les betteraves

Les résultats de la caractérisation physicochimique des betteraves sont rassemblés dans le tableau

IV.1.

Tableau 1V.1: Propriétés physicochimiques des betteraves

pH 6,63
Le taux d'humidité 96,5 %
La matiere seche 3,5%
Le taux des minéraux (les cendres) 72 %
Le taux des cendres sulfuriques 10,96 %
Indice de gonflement 0,50
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Nous remarquons d’apres le tableau ci-dessus que les betteraves possedent une valeur de pH
légerement acide, une forte teneur en eau et un taux de matiere seche de 3,5%. Aussi, le tableau
montre que les minéraux se présentent a une valeur de 72% avec 10,96% des cendres sulfuriques
et un indice de gonflement de 0,508. Ce dernier nous permet de déceler la présence des

polysaccharides (mucilages, gommes) dans le végétal.

En effet, il est possible d’avoir des pertes de certains sels par volatilisation lors de 1’incinération
de I’échantillon ce qui fait que le traitement des cendres par ’acide sulfurique permet aux sels et

aux oxydes de se transformer en sulfate.
b) Cladodes d’Opuntia ficus-indica
Le tableau IV.2 résume les résultats obtenus

Tableau 1V .2: Propriétés physicochimiques des cladodes d’Opuntia ficus-indica

pH 4,13

Le taux d'humidité 92,68 %
La matieére seche 7,32 %
Le taux des minéraux (les cendres) 42 %
Le taux des cendres sulfuriques 7,32 %
Indice de gonflement 1,1

Le tableau montre une valeur de pH acide, une richesse des cladodes d’O. ficus-indica en eau par
une valeur de 92,68% et un taux de matiere seche de 7,32%. Ces résultats ont été élaborés
également dans de nombreux travaux dont les valeurs trouvées sont : 4,64 pour la valeur de pH

[63], 95,76 % pour le taux d’humidité et 4,24% pour la matiere seche [64]

Quant aux valeurs de la matiere minérale, nous remarquons un taux important de 42% avec 7,32

% des cendres sulfuriques. Ces résultats sont différents a ceux obtenus par Djilali, 2018 qui a
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donné une teneur en cendres totales de 30,83 % et un taux important de cendres sulfuriques de
45,27 %. Cette différence pourrait s’expliquer par la période saisonniere de récolte et au stade de

croissance de la plante.

Les résultats de 1’indice de gonflement indiquent une valeur de 1,1 beaucoup inférieure a 10, ce

qui montre la présence d’une faible quantité de mucilages dans les raquettes de figue de barbarie.
c) Les dattes
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1V .3: Propriétés physicochimiques des dattes

pH 4,71
Le taux d'humidité 1,5%
La matiere seche 98,5 %
Le taux des minéraux (les cendres) 26%
Le taux des cendres sulfuriques 33,31%
Indice de gonflement 1,034

Le tableau IV. 3 illustre une valeur de pH acide, un faible taux d’humidité de 1,5% et une teneur
importante en matiere seche (98,5%). Nous remarquons également, un taux de cendres de 26%

avec 33,31% des cendres sulfuriques. Quant a 1’indice de gonflement, il est tres faible (1,034).

Les travaux de Sofien Chenit, 2017, ont démontré un pH acide qui tourne aux alentours de 4,9
pour le sirop de dattes. D’apres le méme auteur, cette valeur peut étre due a la présence d’une
quantité élevée d’eau dans le sirop, ce qui permet d’entrainer les acides préexistants de la datte
vers son extrait. Ces acides organiques (acide acétique, acide citrique) sont produits par des
microorganismes tels que les levures et les moisissures qui se trouvent naturellement dans les

dattes.
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Il ajoute également que les dattes sont qualifiées de molles si elles dépassent un taux d’humidité
de 30% et de seches si ce taux est de moins de 10%. Les dattes sont demi-seéches ou demi-molles
si le taux est compris entre 10 et 30%. Selon ce classement, les dattes utilisées dans ce travail

sont seches.
IV.3. Etude phytochimique du matériel végétal utilisé

L’étude phytochimique est une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et /ou de
précipitation, les résultats du screening phytochimique des extraits de betteraves, dattes et

Cladodes d’Opuntia ficus-indi¢a sont consignés dans le tableau suivant :

Tableau IV.4. Propriétés phytochimiques des dattes, des betteraves et les Cladodes

d’Opuntia ficus-indica

Groupes Matériel végétal fermenté

Les betteraves  Cladodes d’Opuntia ficus-indica Les dattes

Polyphénols totaux + + +
Flavonoides : + + +
anthocyane

Tanins hydrolysables  + + +
Quinones + + +
Glucosides - - -
Saponines 1cm 1,2 cm 0,9 cm

Eléments réducteurs - - -
Mucilage + + +

Coumarines + + +

(+) présence
(-) absence
Cm : hauteur de la mousse obtenue

A travers le tableau, nous notons que les betteraves, les dattes et les cladodes d 'Opuntia ficus —
indica renferment des polyphénols totaux, des flavonoides anthocyanes, des tanins
hydrolysables, des quinones, du mucilage et des Coumarines. De plus, nous avons remarqué

I’absence des Glucosides et des €léments réducteurs.
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En effet, la contamination du végétal par des microorganismes pathogenes entraine une forte
augmentation des teneurs en composés phénoliques, correspondant a la mise en place de
mécanismes de défense de la plante. Aussi, la teneur en polyphénol dépend de nombreux
facteurs, tels que la maturité au moment de la récolte, les facteurs génétiques, les facteurs

environnementaux, la transformation et 1'entreposage [65]

Des travaux antérieurs sur les raquettes d’Opuntia ont montré sa richesse en composés
nutritionnels tels que l'acide ascorbique, les saponines, les polyphénols, les flavonoides, les
tanins composés, la vitamine C, les polypeptides, les acides gras, le glutathion et les huiles
essentielles. Ces composants conferent a la plante des propriétés curatives et thérapeutiques
importantes telles que : des propriétés anti-inflammatoire, hypoglycémiante, cicatrisante,
antioxydant, anticancéreuse, neuroprotectrice, hépato protective, antiproliférative, analgésique,

antivirale et antimicrobienne, etc. [65]
IV .4. Fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique effectuée dans ce travail a été réalisée en mode « batch » sur milieu
de culture synthétique utilisant le jus des betteraves, de cactus et des dattes comme substrat. Un
milieu non enrichi a base de saccharose a été aussi fermenté afin de vérifier la pertinence
d’utiliser les jus des différents sous-produits. Le suivi de la fermentation est réalisé, en
effectuant des points de prélevements de 5 ml a différents moments de fermentation. Les
prélevements sont ainsi effectués dans des tubes soigneusement annotés et conservés a -18°C en
attente de dosage. Le suivi de la croissance se fait par lecture de 1’absorbance des suspensions de

levures, juste apres le prélevement, a 1’aide d’un spectrophotometre a 600 nm.
IV.4.1. Détermination des parametres de la croissance

Les parametres de croissance qu’on peut déterminer suite aux différentes manipulations sont la

vitesse spécifique de croissance (Ly mqy) €t le temps de génération (G).

La vitesse maximale de croissance mesure 1’accroissement de la population microbienne au
cours de la phase exponentielle et ce dans des conditions définies dans la présente étude. Le taux

de croissance Uy mqx €St €gal a la pente de la droite représentant la fonction Ln DO = f(t). Les
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courbes donnant cette fonction pour les différents jus testés dans ce travail sont illustrées ci-

dessous.
IV.4.2. Fermentation des betteraves

IV 4.2.1. Cinétique de I’évolution de Saccharomyces cerevisiae, du volume de CO, et de la

concentration en sucres au cours de la fermentation

Les résultats lors de cette fermentation sont présentés sur la figure IV.1.
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FigurelV.1 : Evolution du volume du CQO,, de la concentration en sucres réducteurs, de la
biomasse en fonction du temps de la fermentation
Nous remarquons d’apres la figure ci-dessus que la courbe de croissance de S. cerevisiae se
caractérise par la présence de trois phases distinctes. La premiere phase dure moins de 75 mn
correspond a la phase de latence durant laquelle nous observons une légere augmentation de la
concentration de biomasse. C’est une phase pendant laquelle la souche microbienne s’adapte a
la composition du milieu de culture. La vitesse de croissance est nulle. Cette phase sera réduite
au maximum en fermentation industrielle. Elle peut tre extrémement courte lorsque les cellules
sont jeunes de quelques heures et introduites dans un milieu neuf de fermentation. Le deuxieme

facteur est la composition de milieu de culture. Un inoculum cellulaire prélevé en phase
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exponentielle de croissance et introduit dans un milieu neuf de composition chimique identique
se multiplie instantanément sans aucune phase de latence.
La deuxieme phase dite exponentielle, sa durée est plus de 40mn, durant laquelle la vitesse de

croissance est exponentielle et maximale (Uxexp)-

1,63-1,16 _ 0,47

Hxexp = ~o21  — oa1 Ce qui donne t‘u" exp = 1,14 h1 J

Le temps de génération G = 2~ donc G=060h

Hrexp 114

En effet, le temps de génération est le temps nécessaire au doublement de la population. Le taux
de croissance iy ¢xp €t le temps de génération G sont les deux parametres d’état permettant de
caractériser une croissance dans des conditions expérimentales données. Le volume final de
I’éthanol obtenu apres la fermentation du jus de betterave est de 50 ml qui correspond a 39,45
g/l. Car 1ml d’éthanol pur est égal a 0,789 g/l selon Gares et Saidi, 2016.

Nous remarquons aussi sur la courbe que les sucres sont consommés au cours de la fermentation
pour les convertir en éthanol, CO, et biomasse. La plus grande concentration des sucres a été

dégradée pendant la phase exponentielle.

ey . . . ) Pg—Py 39,45
Productivité volumique horaire maximale d’éthanol : P, = gt =
)

[ Pong = 6,57g. l-lh-l}

En fait, la productivité est la quantité de produit formé par volume de milieu et par unité de
temps. C’est un critere économique majeur en industrie. Afin que le procédé soit considéré

comme rentable, la production doit étre maximale par une durée la plus courte possible.
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IV.4.2.2. Cinétique de I’évolution de pH au cours de la fermentation

La courbe de 1’évolution de la valeur de pH durant la fermentation est représentée dans la figure

ci-dessous :
pH

—#—pH

Valeurs de pH

] 100 200 300 400
Temps (mn)

FigurelV.2 : Evolution du pH en fonction du temps de la fermentation

Nous constatons une baisse de la valeur de pH au cours de la fermentation. Cela est di a la
dégradation des sucres et la libération de plusieurs acides organiques qui accompagne la

production de I’éthanol.

La mesure de la valeur du pH au cours des fermentations 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.
IV.4.3. Fermentation des cladodes d’Opuntia ficus-indica

IV.4.3.1. Cinétique de I’évolution de Saccharomyces cerevisiae et de la concentration en

sucres au cours de la fermentation

Nous distinguons d’apres la figure IV.3que la courbe de croissance est constituée uniquement de
deux phases : la phase exponentielle et la phase stationnaire. Durant cette fermentation la levure

n’a pas passé par la phase de latence.
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Figure IV.3: Evolution de la concentration en sucres réducteurs, de la biomasse en fonction

du temps de la fermentation

On peut donc calculer le taux de croissance ply gxp :

_1,83-172

Mx exp — 0.—5’ Elx exp = 0,22h_1]

Ce qui donne le temps de génération est égal : G = %, G = 3,15h

IV .4.3.2. Cinétique de I’évolution de Saccharomyces Cerevisiae et du volume de CO; au
cours de la fermentation

La figure IV.4 montre que le CO, se libére en méme temps que la production de biomasse
sachant que la libération du gaz carbonique s’accompagne avec la synthese de 1’éthanol. Ce
dernier a été€ produit au cours de cette fermentation avec un volume de 72 ml qui vaut 56,80 g/1.
Nous avons obtenu, aussi, un volume de 125ml (98, 62g/1 d’éthanol) en réduisant la quantité du
gel de cactus a 250 g dans 3,5 1 de milieu de fermentation. L’éthanol est un métabolite primaire

car il est produit en méme que la croissance microbienne.
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FigurelV.4: Evolution du volume du CO;, de la biomasse en fonction du temps de la

fermentation

On calcule donc la productivité volumique horaire globale : P, 4= % , fvhg = 8,73g. l"lh"l]

IV.4.3.3.Cinétique de I’évolution de pH au cours de la fermentation

Nous notons aussi une diminution de pH de 4,1 jusqu’a une valeur de 3,2 qui traduit la

production de gaz carbonique.

52



Chapitre IV Résultats et discussion

4,4

42

3,8
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Figure IV.5: Evolution de la valeur du pH en fonction du temps de la fermentation

1V .4.4. Fermentation des dattes

IV .4.4.1. Cinétique de I’évolution du volume de COet de la concentration des sucres au

cours de la fermentation
La courbe de production du CO; (figure IV.6) montre la présence de deux phases : La phase

exponentielle et la phase stationnaire. Nous remarquons aussi la consommation des sucres au

cours de la fermentation.
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Figure IV.6 : Evolution de la concentration en sucres réducteurs et du volume de

COzen fonction du temps de la fermentation

Pour pouvoir calculer les parametres cinétiques de cette fermentation, il est nécessaire de tracer
la courbe Ln (volume du CO;) en fonction du temps. La figure ci-dessous montre le résultat

obtenu.

== Ln VCO2

Ln (volume du CO2)

) 1000 2000 3000 4000 5000 2 SOO00  VOOO

Temps (mn)

Figure. IV.7:Evolution du volume de CO,en fonction du temps de la fermentation
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_ 563-0

Le taux de croissance exponentielleily ¢xp = TR [,ux exp= 0,31 h1 ]

- In2 0,69
Le temps de génération G = = = 2,23h
HUxexp 0,31

Le volume total d’éthanol obtenu est de 75ml (59,17 g/1). On peut donc calculer la productivité

volumique totale d’éthanol : P,,= Pf:PO = 59%:7,[ Pyrg =986 g l"lh"l]

IV.4.4.2. Cinétique de I’évolution de pH au cours de la fermentation

La baisse de la valeur de pH tend vers la valeur de 3.9.

— + ¢ —+—pH

WValeurs de pH

3.4 A
3,2

o 1000 2000 3000 4000 5000 5000 F000

Temps (mn)

Figure IV.8 : Evolution des valeurs de pH en fonction du temps de la fermentation

IV.4.5. Fermentation du saccharose

IV.4.5.1. Cinétique de I’évolution du volume de CO; et de la concentration des sucres au

cours de la fermentation
La courbe de production du CO, présente deux phases distinctes : la phase exponentielle et la

phase stationnaire. La fermentation démarre sans le passage par la phase de latence. En méme

temps, il y a dégradation des sucres au cours de cette fermentation.
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Figure. IV.9: Evolution de la concentration en sucres réducteurs et du volume de

COzen fonction du temps de la fermentation

La courbe ci-dessous nous permet de calculer les parametres cinétiques de la phase

exponentielle.

= 11 VCO2)

Ln (Volume du CO2)

0 50 100 150 200 250

Temps (mn)

Figure 1V.10: Evolution du volume de CO;en fonction du temps de la fermentation

56



Chapitre IV Résultats et discussion

. : 5,09—0 Z
Le taux de croissance exponentiellefy gxp, Uy exp = TR {/,tx exp = 407 h 1 ]

e In2 0,69
Le temps de génération G = - ,G=—, |G=0,17h
Hx exp 4,07

Le volume total de I’éthanol obtenu a la fin de cette fermentation est de 97 ml (76,53 g/l).

7653

La productivité horaire totale de I’éthanol Py 4, Pype = Py

[thg = 20,40 gl‘lh‘ﬂ

IV.4.6 : Comparaison entre les différentes fermentations étudiées
Le tableau IV.5 donne les différents parametres cinétiques calculés pour chaque fermentation.

Tableau IV.5: Les parametres cinétique et la productivité des différentes fermentations

réalisées
Parametres Betterave Cactus Dattes Saccharose
Taux de croissance 1,14 0,22 0,31 4,07
spécifique f1, oph "
Temps de génération G h 0,60 3,15 2,23 0,17
Productivité volumique
horaire globale 6,57 8,73 9,86 20,40

thg g- l_lh_l

Nous remarquons que la levure posséde un taux de croissance le plus élevé (4,07 h™) dans le
milieu de fermentation qui contient uniquement du saccharose. Nous notons aussi que dans ces
conditions, la souche donne la meilleure productivité (20, 40 g. I"h™") et le plus grand volume
d’éthanol (voir figure IV. 11). Par contre, 1’ajout du gel de cactus au saccharose diminue la

valeur de la vitesse de croissance (0,22 h‘l), la productivité ainsi que le volume d’éthanol.

Quant aux dattes, la levure se divise a une vitesse de 0,31 h'l, sa productivité est de 9,86 g. I'h

let son volume d’éthanol est de 75 ml. En outre, le milieu de fermentation de betterave permet a
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la cellule de se diviser a une vitesse de 1, 14 h! avec une productivité de 6,57 g. 1" .h''et un

volume final d’éthanol de 50 ml.

En effet, la vitesse spécifique de croissance d’une espece microbienne dépend étroitement du
milieu dans lequel on la cultive c’est-a-dire du substrat. Ceci explique pourquoi la cellule
présente différents parametres cinétiques dans les différents milieux de fermentation. Egalement,
le milieu de fermentation a base de saccharose seul posseéde une source de carbone ou d’énergie
simple et facilement accessible a la cellule pour la dégrader. Par contre, les autres milieux se

considerent comme des milieux complexes et les sucres ne sont pas accessibles.

47 ml
100 -
4 73 ml
5 80 72 ml
& 80 -
© 70 - 50 ml
E 60 -
LT
e 50 A
j o
[=] 30
:} 20 45
10 ~
o 4 : /
jusde jusde cactus jusde dattes saccharose
betterave

Figure IV.11: Volume total d’éthanol obtenu a la fin de la fermentation des différentes plantes
utilisées
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Concernant le milieu simple a base du saccharose, nous avons réalisé trois expériences. Un
milieu contient uniquement du saccarose, un autre milieu contient du saccharose plus 500 g du
gel de cactus. Dans le troisieme milieu, nous avons réduit la quantité du saccharose en 250g. les
résultats obtenus sont présentés dans la figure IV. 12.

Pt
8 140 -
= 120 1
§ 100 1

B0 1
k) _
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o 40
E 20 1

D 1 1 1
= & &

& & &
o ¢{?’ o
& K 5
“ & &
® S
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&
& =
H}Jb o
& &
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Figure IV.12 : Volume total d’éthanol obtenu des différentes fermentations du saccharose

Nous constatons une baisse de la production d’éthanol (de 97 a 72 ml) en ajoutant au saccharose

500 g du gel de cactus. Par contre, I’augmentation du volume (125 ml) est notée lorsque nous

avons baissé la quantité du gel a 250 g.

Ces résultats sont expliqués par le fait que le cactus est riche en sucres et les composés
phénoliques a savoir : glucose, fructose, acide gallique, catéchine et rutine. De plus, la présence
du substrat en exces peut devenir un inhibiteur de la croissance ce qui explique 1’abaissement de

la production d’éthanol dans le cas du saccharose avec 500 g du cactus.

En fin, nous pouvons conclure que la concentration en éthanol obtenue au cours de ce travail est
faible, qui est de 3,5% par rapport au volume du milieu de fermentation, puisque d’apres
Didderen et al [66], cette concentration doit étre de I’ordre de 10%. Cependant, ces résultats
semblent intéressants car la souche utilisée dans ce travail n’est pas une souche industrielle ce

qui affecte directement le rendement et la productivité.
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Le bioéthanol produit a partir de la biomasse est largement utilisé. Concernant la premiere
génération, actuellement, est la seule utilisée a 1’échelle industrielle, malgré sa concurrence

directe avec l'industrie alimentaire.

Des technologies sont actuellement mises au point pour exploiter les matieres cellulosiques
telles que le bois, les feuilles et les tiges des plantes ou celles issues de déchets.
On qualifie ces matieres de biomasse lignocellulosique car elles 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 premiere génération de biocarburants.

L'objectif du projet est d'utiliser des ressources végétales pour produire du bioéthanol de
deuxieme génération. Ces ressources sont : la betterave sucriere, les dattes, le cactus et le
saccharose. Le premier substrat utilisé, la betterave, est un bon milieu pour la levure, mais sa
tolérance est légerement inférieure. C’est une sorte de sucre complexe (saccharose) nécessite
beaucoup de prétraitements pour fabriquer un saccharose accessible aux micro-organismes.
Nous avons pu produire de bioéthanol a partir de ce substrat avec un volume de 50 ml qui
vaut une concentration de 39.45 g/l et une productivité volumique horaire globale de 6.57

g/Lh.

Nous avons obtenu aussi des volumes de 72 ml (56.80 g/1), 75ml (59.17 g/l) et 97 ml (76.53
g/l) pour le cactus, les dattes et le saccharose, respectivement. Nous remarquons que le
saccharose a donné le meilleur volume et la meilleure productivité (20.40 g/1.h). Ceci est dii a

I’accessibilité du saccharose pour la levure.

Nous avons noté également une augmentation du volume d’éthanol obtenu (125 ml) en
utilisant 250 g du gel de cactus avec le saccharose. Sachant que le cactus est riche en éléments

minéraux qui peuvent améliore la synthése microbienne.

Comme perspectives, il serait intéressant de :

7

¢ Analyser les propriétés physiques, chimiques et biologiques des jus de fruits extraits
de divers résidus agricoles;
% Optimiser le milieu de fermentation en déterminant le pH optimal et la concentration

en sucre pouvant réduire le temps de latence ;
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+» Isoler d'autres micro-organismes plus efficaces qui peuvent &tre hydrolysés et
décomposés ;

% Enfin, envisager la production de bioéthanol de troisieme génération. Les procédés,
encore a 1’étude, s’appuient principalement sur ’utilisation de microorganismes telles

que les microalgues.
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Résumé

L'objectif recherché a travers ce travail est d'obtenir du bioéthanol en valorisant les betteraves
sucrieres, les dattes, le cactus et le saccharose. Il s'agit d'un processus de fermentation
anaérobie utilisant des souches Saccharomyces cerevisiae. Nous avons obtenu 50 ml du

bioéthanol a partir des betteraves et une productivité volumique horaire globale de 6.57 g/1.h.

Nous avons obtenu aussi des volumes de 72 ml (56.80 g/l), 75ml (59.17 g/1) et 97 ml (76.53
g/l) pour le cactus, les dattes et le saccharose, respectivement. En fait, le saccharose a donné
le meilleur volume et la meilleure productivité (20.40 g/l.h). Ceci est dii a 1’accessibilité du
saccharose pour la levure. Nous avons noté également une augmentation du volume d’éthanol
obtenu (125 ml) en utilisant 250 g du gel de cactus avec le saccharose. Sachant que le cactus

est riche en éléments minéraux qui peuvent améliore la synthese microbienne.
Abstract

The objective sought through this work is to obtain bioethanol by enhancing sugar beets,
dates, cacti and sucrose. This is an anaerobic fermentation process using Saccharomyces
cerevisiae strains. We obtained 50 ml of bioethanol from beets and an overall hourly volume

productivity of 6.57 g/ 1.h.

We also obtained volumes of 72 ml (56.80 g /1), 75ml (59.17 g /1) and 97 ml (76.53 g /1) for
the cactus, dates and sucrose, respectively. In fact, the sucrose gave the best volume and the
best productivity (20.40 g / 1.h). This is due to the accessibility of sucrose to yeast. We also
noted an increase in the volume of ethanol obtained (125 ml) using 250 g of the cactus gel
with sucrose. Knowing that the cactus is rich in mineral elements that can improve microbial

synthesis.
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