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Résumé :

La gestion des rejets agroalimentaires représente un défi environnemental majeur en raison de
leur forte charge organique. Dans une perspective de développement durable et d'économie
circulaire, leur valorisation biologique constitue une alternative prometteuse permettant de
transformer ces déchets en produits a haute valeur ajoutée. Ce travail s'inscrit dans cette
démarche et a pour objectif de valoriser la boue issue du traitement d'un rejet laitier par
coagulation-floculation a l'aide d'un biofloculant naturel a base d'Opuntia ficus-indica, puis
d'étudier son utilisation comme substrat de fermentation pour la production de biomasse
levurienne. Dans un premier temps, les cladodes d'Opuntia ficus-indica ont été récoltés,
séchés, broyés et réduits en poudre afin d'étre utilisés comme biofloculant naturel pour le
traitement d'un rejet laitier synthétique. Apres les essais de coagulation-floculation, la boue
obtenue a ¢€té récupérée et caractérisée par différentes analyses physicochimiques, notamment
la détermination de la teneur en humidité et en cendres, ainsi que par les analyses FTIR, DRX
et XRF, afin d'évaluer sa composition et son potentiel de valorisation. La boue récupérée a
ensuite ¢té utilisée comme milieu de culture pour la croissance de Saccharomyces cerevisiae.
Les parametres de fermentation ont été suivis par la mesure de la densité optique, du pH et de
la consommation des sucres réducteurs. Les données expérimentales ont été modélisées a
l'aide du modéle logistique de Verhulst afin de décrire la cinétique de croissance de la levure
et de déterminer les principaux parameétres cinétiques. Afin d'améliorer les performances de la
fermentation, une extraction des composés phénoliques a été réalisée par macération hydro-
¢thanolique pour réduire leur effet inhibiteur sur la croissance de la levure. Une hydrolyse a
l'acide lactique a également été appliquée afin de libérer les sucres fermentescibles présents
dans la biomasse. Les extraits polyphénoliques obtenus ont été concentrés puis leur activité
antioxydante a été évaluée par le test DPPH. Les résultats obtenus montrent que la boue issue
du traitement des rejets laitiers constitue un substrat favorable au développement de
Saccharomyces cerevisiae. L'élimination des composés phénoliques et le prétraitement par
hydrolyse ont permis d'améliorer la croissance de la levure et la consommation des sucres,
tandis que les extraits polyphénoliques ont présenté une activité antioxydante intéressante.
Ces résultats confirment le potentiel de valorisation de cette biomasse résiduelle pour la
production de biomasse microbienne et de molécules d'intérét
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Introduction générale

Le secteur agroalimentaire représente I’un des piliers majeurs de I’économie mondiale
en assurant la transformation des ressources agricole en produite destinés a 1’alimentation
humaine. Cependant, les activités de transformation industrielle générent d’importantes
quantité¢ de déchets et de sous -produits organiques. Ces résidus proviennent des différentes
¢tapes de production telles que la transformation des matieres premicres, le lavage,
I’extraction ou la fabrication de produits alimentaires. La gestion de ces déchets constitue
aujourd’hui un enjeu majeur en raison de leur volume croissant et de leur impact potentiel sur

I’environnement (Smithers,2008).

Les déchets agroalimentaires sont généralement caractérisés par une forte teneur en
maticre organique biodégradable, notamment en glucides, protéines et lipides. Lorsqu’ils sont
rejetés dans I’environnement sans traitement adéquat, ces résidus peuvent entrainer une
pollution importante des sols et des ressources hydriques (Savatier,2013). Par conséquent, la
mise en place de stratégies efficaces pour la gestion et la valorisation de ces déchets

représente une priorité environnementale et économique.

Parmi les sous-produits générés par I’industrie agroalimentaire, le lactosérum
¢galement appelé petit-lait, constitue 1’un des déchets les plus abondants dans I’industrie
laitiere. Il est obtenu lors de la fabrication du fromage aprés la coagulation du lait et la
séparation du caillé. Le lactosérum représente environ 80% a 90% du volume initiale du lait
utilisé dans la production fromagere. Ce sous-produit liquide est riche en lactose, en protéines
solubles, en minéraux et en vitamines, ce qui lui confére une valeur nutritionnelle importante
(Kosikowski,2012 ; Smithers,2008). Malgré cette richesse en nutriments, le lactosérum est
souvent considéré comme un effluent industriel en raison de sa forte charge organique, qui
peut provoquer une pollution importante lorsqu’il est rejeté directement dans
I’environnement. Cependant, sa composition chimique en fait également un substrat
particulierement intéressant pour différents procédés de valorisation biologique (Panesar et

al.,2010).

Dans ce contexte, la valorisation des déchets agroalimentaire apparait comme une
approche durable permettant de transformer des résidus en ressources utiles. Cette stratégie
consiste a exploiter les composés organiques présents dans les déchets afin de produire des
substances a valeur ajoutée telles que des acides organiques, des enzymes, des biocarburants

ou encore de la biomasse microbienne (Panesar et al.,2010). La valorisation peut etre réalisée
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par différentes voies, notamment des procédés physiques, chimiques ou biologiques. Parmi
ces approches, les procédés biologiques présentent un intérét particulier en raison de leur

caractere écologique (Savatier,2013).

La valorisation biologique repose sur 1’utilisation de microorganismes capables de
transformer les composés organiques présents dans les déchets en produits d’intérét industriel.
Les bactéries, les levures et certains champignons posseédent une grande capacité d’adaptation
et peuvent se développer sur une grande variété de substrats organiques. Grace a leur activité
métabolique, ces microorganismes sont capables de convertir les matiéres organiques
complexes en composés plus simples ou en métabolites valorisables dans différents domaines
industriels, notamment dans les secteurs agroalimentaires, pharmaceutique, biotechnologique

(Demain&Adrio,2008).

Parmi les procédés biologiques les plus utilisés pour la valorisation des substrats

organiques, la fermentation occupe une place importante (Kosikowski,2012).

L’utilisation du lactosérum comme substrat fermentescible représente une solution
prometteuse pour sa valorisation grace a [’activit¢ de microorganismes spécifique, les
constituants organiques présents dans ce sous-produit peuvent étre transformés en différents
composés d’intérét industriel tels que [’acide lactique, les enzymes ou la biomasse
microbienne. Cette approche permet ainsi de réduire I’impact environnemental du lactosérum

tout en produisant des substances a forte valeur ajoutée (Panesar et al.,2010).

Le présent travail s’inscrit dans une démarche de valorisation biologique des déchets
agroalimentaires, en particulier du lactosérum, a travers 1’étude des processus de fermentation
réalisés par les microorganismes spécifiques. L’objectif principal de cette étude est d’explorer
le potentiel de ce sous-produit comme substrat fermentescible et d’évaluer les différents
paramétres physico-chimiques et microbiologiques impliqués dans le processus de

fermentation des bactéries bien déterminé.
Notre travail se compose de trois chapitres :

e Le premier chapitre se focalise sur [I'étude bibliographique des déchets
agroalimentaires et de leur incidence sur I’environnement, suivi de certaines notions

générales concernant la fermentation et son role dans le développement durable.
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e Le chapitre deux est consacré aux mateériels et méthodes employés pour accomplir le
travail expérimental, ainsi qu'a une présentation des techniques analytiques mises en

acuvre.

e Le dérnier chapitre expose les différents résultats obtenus, 1’analyse et leurs
interprétations, suivie d’une conclusion générale et des perspectives proposées pour de

futurs travaux.
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Chapitre I Synthese bibliographique

|.1. Introduction

Le secteur agroalimentaire mondiale fait face a un paradoxe majeur : alors qui il est le
garant de la sécurité alimentaire il géneére simultanément des volumes colossaux de rejets
organiques. Ces résidus, s’ils ne sont pas gérés, représentent une menace sérieuse pour les
écosystemes en raison de leur forte charge polluante. Cependant, matiéres rejetées constituent
des gisements de molécules carbonées et azotées a forte potentiel. L’intérét de leur
valorisation réside dans la possibilit¢é de transformer ces ‘déchets ° en ressources
renouvelables (bioénergie, acides organiques, biomasse......), permettant de concilier

rentabilité économique et protection de I’environnement au sein d’une économie circulaire.

(Smithers, 2008).

1.2. Introduction au Secteur agroalimentaire : enjeux et dynamique industrielle

Le secteur agroalimentaire (SAA) constitue le pivot central de la chaine de valeur
bioéconomique, assurant la transition entre la production agricole primaire (amont) et la
distribution de produits finis destinés a la consommation humaine ou animale (aval) (akanea,
2023). Par sa nature multifilaire (laiticre, carnée, boissons, céréaliére), cette industrie
transforme des mati€res premicres périssables en denrées stables, sures et a haute valeur

ajoutée (Akanea, 2023).

Les déchets agroalimentaires font référence a l'ensemble des déchets solides ou
liquides qui sont issus de la production, du traitement, de I'emballage et de la consommation
des produits alimentaires. Ces déchets peuvent étre des épluchures, des pulpes, des déchets
végétaux, des margines, des lactosérums, des déchets de fruits et de 1égumes ou encore des

sous-produits.

De plus, selon I’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et 1'agriculture, un
tiers des aliments produits dans le monde est gaché annuellement, faisant ainsi un bon apport

a la pollution organique.

1.2.1. L’industrie agroalimentaire : un gisement de biomasse pour la -bioéconomie

Le secteur agroalimentaire ne doit plus étre percu uniquement comme un producteur
de denrées, mais comme un fournisseur stratégique de biomasse carbonée et azotée pour la -
bioéconomie. Cette vision permet de transformer les flux de matiéres organiques, autrefois
considérés comme des pertes, en substrats fermentescibles pour la production de molécules a
haute valeur ajoutée (Akanea, 2023). Le tableau 1.1 illustre le potentiel de valorisation des

déchets des secteurs agroalimentaires.
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Chapitre I Synthese bibliographique

Tableau I. 1: Typologie des flux de maticres et potentiels de valorisation dans SAA.

) Caractéristique Potentiel de
Type de gisement o o References
principale valorisation

Production de

Résidus de récolte | Riches en polymeres | .
bioéthanol de 2°™

ex : pailles, cannes, | structuraux comme la

_ . génération et (Savatier, 2013)
tiges, résidus de cellulose et )
_ ) _ extraction
taille agricole I’hémicellulose
d’enzymes

Fermentation
Haute teneur en

lactique,
) sucres solubles, )
Sous _produits de N production
) protéines et (Akanea, 2023)
transformation ) d’alcools et
nutriments )
molécules

biodisponibles
plateformes

Effluents liquides ) o
_ _ Méthanisation
EX : rejets de Charge organique )
o pour la production
I’industrie laitiere, | élevée (DCO) et

) . de biogaz et (Savatier, 2013)
effluents présence de matiéres )
. _ traitement des
d’abattoirs, ou en suspension
eaux
d’huileries)
) _ Bioéthanol, acides
Biomasse Richesse en eau et ) ) )
o ) organiques et (Kosikowski,
specifique (ex : polysaccharides )
) compléments 2012)
cactus) fermentescibles ) )
alimentaires

1.3. Défis environnementaux et perspectives de durabilité

Malgré sa vitalité, le secteur fait face a des défis majeurs liés a la gestion de ses
externalités. L’intensification de la production industrielle génére inévitablement des flux
massifs de résidus organiques. Selon les rapports de la FAQ (2021), prés d’un tiers de la
production alimentaire mondiale est perdu ou gaspillé¢ a différentes étapes de la chaine. En
génie des procédés, 1’enjeu actuel réside dans la transition d’un modéle linéaire vers une

économie circulaire, transformant ainsi les contraintes de gestion des déchets en opportunités
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de wvalorisation biotechnologique pour produire des métabolites a haute valeur ajoutée

(Smithers, 2008).

1.4. Caractérisation des déchets agroalimentaires (DAA)

La mise en place d’un procédé de valorisation efficace nécessite une croissance
approfondie des propriétés intrinseéques du déchet. En Génie des procédés, la caractérisation
des DAA permet de définir la stratégie de bio-conversion la plus adaptée en fonction de la

biodisponibilité des nutriments (Panesar et al., 2010).

1.4.1. Nature et origine des gisements
Les gisements de déchets agroalimentaires se distinguent par leur grande hétérogénéité

spatio-temporelle. On peut les classer selon la filiere de production (Savatier, 2013) :

e Sous-produits d’origine végétale : Issus des conserveries, des huileries et des sucreries.
Ils sont souvent riches en polymeéres structuraux (Savatier, 2013).

e Sous-produits d’origine animale : provenant des abattoirs et de la transformation des
produits de la péche (sang, graisses, plumes, lactosérum) (Savatier, 2013).

e Effluents de process : Eaux de lavage et de refroidissement chargées en matiéres en

suspension et en solutés organiques (Savatier, 2013).

1.4.2. Composition physico-chimique : le potentiel nutritif
La composition chimique détermine la « fermentescibilité » du substrat. Les mémoires
et les articles scientifiques de recherche récents mettent 1’accent sur trois familles de

macromolécules présentes dans les DAA (domaine & ADRIO ,2008) :

1) Les glucides (sucres): Constituants majoritaires sous forme de sucres simples
(lactose, glucose) ou de polyméres (amidon, cellulose). Ils représentent la source
d’énergie primaire pour la croissance microbienne (Demain &Adrio, 2008).

2) Les composés azotés (protéines) : Essentiels pour la synthése des enzymes et de la
biomasse cellulaire. Leur dégradation peut toutefois libérer de I’ammoniac, susceptible
d’inhiber certains bio-procédés a forte dose (Demain & Adrio, 2008).

3) Les lipides : Présents en quantités variables, ils possédent une densité énergétique
¢levée mais peuvent poser des problémes de transfert de masse en milieu liquide
(formation de films hydrophobes) (Demain & Adrio, 2008).

4) Eléments minéraux et oligo-éléments : Le phosphore le potassium et le magnésium
agissant comme des cofacteurs enzymatiques indispensables au métabolisme (Demain

& Adrio, 2008).
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5) Les protéines unicellulaires (SCP) : Les protéines unicellulaires correspondent a la
biomasse de microorganismes tels que les levures, les bactéries, les champignons
filamenteux et les microalgues, utilisée comme source de protéines pour l'alimentation
humaine et animale. Les levures sont particulieérement intéressantes en raison de leur
croissance rapide, de leur richesse en protéines et de leur valeur nutritionnelle élevée.
(Barka, A. & Blecker, Ch. 2016).

e Valorisation des déchets agroalimentaires: La production de protéines
unicellulaires constitue une stratégie efficace de valorisation des déchets
agroalimentaires. Les sous-produits riches en carbone et en nutriments peuvent servir
de substrats pour la croissance des levures. Dans ce contexte, le cactus associé au lait
en poudre fournit des éléments nutritifs nécessaires au développement cellulaire,
permettant ainsi la conversion de déchets ou de maticres a faible valeur économique
en biomasse riche en protéine. (Actalia (2023).

e Composition nutritionnelle de la biomasse de levure : La biomasse de levure
contient généralement entre 40 et 60 % de protéines sur maticre seche. Elle renferme
¢galement des acides aminés essentiels, des vitamines du groupe B et plusieurs
minéraux tels que le phosphore, le potassium, le magnésium et le zinc. Cette
composition lui confeére une valeur nutritionnelle importante et en fait une source
protéique alternative prometteuse. (Jach MLE., Serefko A., Ziaja M., Kieliszek M.
(2022).

e Importance des protéines unicellulaires pour les sportifs : Les sportifs ont des
besoins accrus en protéines afin de maintenir leur masse musculaire, favoriser la
réparation des tissus et améliorer la récupération apres l'effort. Les protéines
unicellulaires issues des levures peuvent contribuer a couvrir ces besoins grace a leur
teneur élevée en protéines et a leur profil équilibré en acides aminés. Elles
représentent ainsi une source nutritionnelle intéressante pour les personnes pratiquant
une activité physique régulicre. (Nutrisport Performances (2025)

e Role dans la récupération musculaire : Les protéines et les acides aminés présents
dans la biomasse de levure participent a la syntheése des protéines musculaires apres
l'exercice. Ils contribuent a la réparation des microlésions musculaires provoquées par
l'effort physique et favorisent une récupération plus rapide. Les vitamines du groupe B
présentes dans la levure jouent également un rdle essentiel dans le métabolisme

énergétique des sportifs. (Nutrisport Performances (2025).
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e Aspect environnemental et économique : La production de protéines unicellulaires a
partir de déchets agroalimentaires représente une alternative durable aux sources
conventionnelles de protéines. Cette approche permet de réduire la pollution liée aux
déchets organiques, de diminuer les cofits de production et de contribuer a 1'économie
circulaire. Elle répond également a la demande croissante en protéines tout en limitant

l'utilisation des ressources naturelles. (Actalia (2023).

1.4.3. Impact environnemental : charge organique et toxicité
Le rejet direct des DAA dans les écosystémes naturels provoque des déséquilibres
¢cologiques majeurs. L’impact est évalué par deux indicateurs globaux de pollution.

(Smithers, 2008)

1) L’eutrophisation : L’apport massif de carbone, d’azote et de phosphore entraine une
prolifération algale qui asphyxie les milieux aquatiques par épuisement de 1’oxygene
dissous. Ce phénomeéne perturbe gravement la biodiversité en provoquant la mort de la
faune aquatique et en altérant la qualité¢ de 1’eau qui devient impropre a la vie et a la
consommation.

2) La demande chimique en oxygéne (DCO)/DBOs) : Les DAA présentent souvent les
valeurs de DCO extrémement élevées (pouvant dépasser 60000 mg /L pour le
lactosérum). Un rapport DCO/DBOs proche de 2 témoigne d’une excellente
biodégradabilité, confirmant que le traitement biologique est la solution la plus
performante pour réduire la charge polluante tout en produisant de I’énergie ou des

molécules d’intérét (Savitier, 2013).

Cependant, le déversement d’une telle charge organique dans la nature sature
immédiatement la capacité d’autoépuration des milieux récepteurs. Cela entraine une
dégradation anaérobie rapide de la matiere organique, provoquant une acidification brutale du
milieu, des nuisances olfactives séveres dues aux dégagements de gaz (comme 1’ammoniac
ou le sulfure d’hydrogene), ainsi qu’une détérioration durable des nappes phréatiques et des

sols environnants.

1.5. La valorisation biologique : principes et mécanismes de conversion

La valorisation biologique désigne la conversion de déchets organiques en matiéres
premicres par le biais de l'activité des micro-organismes. Il s’agit d’un processus qui fait
partie de la philosophie de 1'économie circulaire, axée sur la réutilisation des ressources et non

sur leur élimination. La valorisation biologique repose sur I’utilisation de biocatalyseurs
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(micro-organismes ou enzymes) pour transformer la matiére organique complexe en

Molécules a haute valeur ajoutée. Contrairement aux procédés thermo chimique, elle s’opére

dans des conditions de température et de pression modérées, s’inscrivant ainsi dans une

démarche de chimie verte (domaine &ADRIO, 2008).

Le mécanisme de conversion : il se déroule en 3 étapes biochimiques successives :

Hydrolyse extracellulaire : sécrétion d’enzyme (hydrolases) dans le milieu pour
couper les macromolécules complexes insolubles du déchet en monomeéres solubles
(Okafor & Okeke, 2018).

Absorption : transport et internalisation de ces monomeres a travers la membrane
cellulaire (Singleton, 2005).

Métabolisme intracellulaire : oxydoréduction enzymatique (ex : glycolyse) de ces
monomeres pour produire de 1’énergie et excréter les produits d’intérét, comme 1’acide

lactique (Madigan et al.,2015).

1.6. Facteurs d’influence et cinétique de la bioconversion des DAA

L’efficacité de la valorisation dépend de la maitrise des interactions entre le micro-

organisme et son milieu pour optimiser la vitesse de transformation appelée cinétique

(Demain & Adrio, 2008).

Biodisponibilité : L’usage de prétraitements (thermique ou enzymatique) est
indispensable pour casser les structures complexes et libérer les nutriments (Savatier,
2013).

Régulation du pH : Un contrdle strict est nécessaire pour éviter que I’accumulation
d’acides organiques inhibe la croissance microbienne se dernier se situ entre (4 ,5 et
5,5) (Panesar et al.,2010).

Température : Elle doit étre maintenue a 1’optimum de la souche pour garantir une
activité enzymatique maximale, une température entre 30 C° et 37 C° est favorable
(Kosikowski, 2012)

Equilibre C/N : un rapport carbone/azote ajusté assure une production optimale de
biomasse et de métabolites un rapport C/N idéal compris entre 10/1 et 20/1 requis pour

éviter toute limitation nutritionnelle (Demain & Adrio, 2008).

La réussite de la bioconversion dépend de plusieurs parameétres techniques qui influencent

directement la croissance des micro-organismes et le rendement du procédé. Le tableau 1.2
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présente les principaux parametres techniques ainsi que leur impact sur la cinétique de

bioconversion, d'apres les données de la littérature.

Tableau 1. 2: La plante d’Opuntia ficus- indica willaya de bouira région de Gamgouma

Parametre technique

Impacte sur la cinétique de Référence

bioconversion

Prétraitement libérant les sucres des structures | (Savatier, 2013)

Augmente la biodisponibilité en

complexes

Evite ’arrét du métabolisme
(Panesar et al.,

Régulation du Ph microbien da a ’acidification du
. 2010)
milieu
Maintient la température a
Contrdle thermique I’optimum pour maximiser (Kosikowski, 2012)

I’activité enzymatique

Equilibre C/N constante et un rendement

Assure une croissance cellulaire ) )
(Demain & Adrio,

. 2008)
optimal

1.6.1. Les différentes voies de valorisation biologique

On distingue principalement trois grandes voies de transformation biologique des

rejets agroalimentaires :

1)

2)

3)

La digestion anaérobie (méthanisation) : dégradation de la matiere organique en
biogaz (méthane et CO2) par un consortium microbien en absence d’oxygene. Ce
procédé permet de réduire la charge polluante (DCO) tout en produisant une énergie
renouvelable (Smithers, 2008).

Le compostage : Stabilisation aérobie de la matiére organique solide par des
microorganismes pour la production d’amendements organiques destinés a fertiliser
les sols (Savatier, 2013).

La fermentation microbienne (bioconversion) : c’est la transformation biologique
de matiéres organiques solubles par des microorganismes sélectionnés (bactéries,
levures, champignons) sous conditions contrdlées, permettant de produire des
molécules a haute valeur ajoutée comme des alcools, des enzymes ou des acides

organiques (acide lactique) (Demain, A. L., & Adrio,J.L .2008).
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I.7. Les processus de fermentation comme voie de valorisation

Un levier de bioconversion

La fermentation est un métabolisme d’oxydoréduction ou les composés organiques
servent a la fois de donneurs et d’accepteurs d’¢lectrons (Demain & Adrio, 2008).
Contrairement a la respiration, ce processus ne nécessite pas d’oxygene et permet de convertir
la matiére organique en métabolites secondaires stables tout en libérant une quantité modérée

d’énergie sous forme d’ATP pour le micro-organisme (Kosikowski, 2012).

Les fermentations sont classées en différents types selon la souche microbienne et les

produits finaux obtenus issue de la dégradation des sucres (Madigan et al., 2015).

e La fermentation lactique : Elle consiste en la conversion des glucides en acide
lactique. Ce procédé est privilégié¢ pour la stabilisation des effluents agroalimentaires
car I’acidification rapide inhibe les flores pathogénes (PANESAR ET AL., 2010).

e La fermentation alcoolique : Principalement médiée par des levures comme
saccharomyces cerevisiae, elle transforme les hexoses en éthanol et CO2. Le
rendement théorique de cette conversion est un indicateur clé¢ de la performance du

bioréacteur (Kosikowski, 2012). KOSIKOWSKI, 2012).

1.7.1. Le mécanisme de conversion biochimique

Dans un contexte de valorisation, la fermentation agite comme une usine biologique
ou le micro-organisme décompose les chaines carbonées complexes du déchet. Ce processus
commence généralement par la glycolyse, transformant le glucose en pyruvate, lequel est
ensuite réduit en différents produits finaux selon 1’équipement enzymatique de la souche
utilis¢ (Savatier, 2013). Cette transformation est cruciale en génie des procédés car elle
permet de réduire la charge polluante (DCO) du substrat initial en la transformant en

molécules récupérables (Panesar et al., 2010).

1.7.2. Production de biomasse et de métabolites secondaires
Au-dela de la production d’énergie ou d’acides, la valorisation biologique vise la

synthése de molécules complexes :

e Production de biomasse (protéines d’organismes unicellulaires-POI) : Utilisation des
déchets comme substrat pour la croissance microbienne, créant ainsi une source de

protéines pour 1’alimentation animale.
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e Me¢étabolites secondaires : Ces molécules (antibiotiques, pigments, antioxydants) ne
sont pas essentielles a la croissance immédiate du microorganisme mais possédent une
valeur marchande trés élevée. Leur production nécessite souvent une phase de stress

controlée ou une limitation nutritionnelle en fin de fermentation (Demain, 2008).

1.8. Réle des micro-organismes en bioprocédés : Agents de la bioconversion

Le succes d’un procédé de valorisation dépend de 1’adéquation entre le substrat (le
déchet) et le catalyseur biologique (le micro-organisme). En Génie des procédés, le choix de
la souche est dicté par performances cinétique, sa robustesse face aux inhibiteurs et sa

capacité a synthétiser le produit cible avec un rendement ¢élevé (Demain & Adrio, 2008).

1.8.1. Les Bactéries : Rapidité et diversité métabolique
Les bactéries sont les agents les plus utilisés en biotechnologie industrielle en raison

de leur taux de croissance spécifique élevé.

e Bactéries Lactiques : (EX: Lactobacillus): Elles sont incontournables pour la
bioconversion des sucres en acide lactique. Leur capacité¢ a acidifier rapidement le
milieu constitue une barriére protectrice contre les contaminations extérieures
(Panesar et al., 2010).

e Bactéries Anaérobies : Dans les procédés de méthanisation, un consortium complexe
(bactéries hydrolytiques, acidogénes, acétogenes). Travaille en synergie pour dégrader

les polymeres organiques en précurseurs du biogaz (Savatier,2013).

1.8.2. Les levures : Robustesse et production d’alcools
Les levures, principalement saccharomyces cerevisiae, sont privilégiées pour la

fermentation alcoolique.

e Tolérance au milieu : Contrairement a de nombreuses bactéries, les levures tolérent
des pH acides (4,0 — 5,0) et des pressions osmotiques €levées, ce qui les rend idéales
pour traiter des effluents sucrés concentrés (Kosikowski, 2012).

e Production de biomasse: Elles sont également cultivées pour la production de
protéines d’organismes unicellulaires (Single Cell protéine — SCP), transformant
I’azote non protéique des déchets en protéines assimilables pour I’alimentation

animale.
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1.8.3. Les champignons filamenteux : spécialistes des substrats solides
Les moisissures (Ex : aspergillus Niger, TRICHODERMA REESEI) jouent un rédle clé

dans la dégradation des déchets riches en polymeéres complexes.

e Arsenal Enzymatique : Ils possedent la capacité unique de sécréter des enzymes extra-
cellulaires puissantes (cellulases, hémicellulases, protéases) capables de fragmenter la
lignocellulose ou les protéines complexes (DEMAIN,2008).

e Fermentation en milieu solide (FMS): Leur structure filamenteuse (hyphes)leur
permet  de coloniser des substrats solides et humides (marcs...), 1a ou les bactéries

peinent a se développer par manque d’eau libre (Demain & Adrio, 2008).

1.9. Parametre influencant la fermentation
L’optimisation de la croissance microbienne et de la synthése des métabolites repose

sur le contrdle strict de quatre clés :

1) L’humidité : crucial pour le transfert des nutriments ; elle doit étre totale en milieu
liquide et modérée (40 a 60%) en milieu solide pour préserver les espaces gazeux
(Okafor & okeke, 2018)

2) La température : doit étre maintenue a I’optimum de la souche (28 a 37C°) pour
éviter le ralentissement de la croissance ou la dénaturation des enzymes (Singhania et
al., 2009)

3) Le pH : régule I’état ionique et la perméabilité membranaire un milieu légérement
acide (4,5a 6,5) maximise |’activit¢ enzymatique et limite les contaminations
(Panesar et al., 2010)

4) L’aération : un apport continu en oxygene est indispensable aux métabolismes

aérobies pour soutenir I’activité cellulaire et évacuer le CO2 (Singhania et al.,2009)

1.10. Le cactus

Le cactus est une biomasse stratégique car ces tissus riches en polysaccharides et en
eau offrent un milieu favorable a une prolifération microbienne rapide (Savatier, 2013). Les
microorganismes peuvent métaboliser efficacement les sucres de cette plante pour produire de
bioéthanol ou des acides organiques, transformant ainsi une ressource locale abondante en

produits biosourcés (Kosikowski, 2012).

1.10.1. L’intérét biotechnologique global
L’utilisation des micro-organismes présente des avantages majeurs pour la

valorisation :
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e Haute spécificité : ils permettent d’obtenir des produits trés précis avec un minimum
de déchets secondaires (Demain & Adrio,2008).

e Valorisation durable : ils transforment des résidus comme les cladodes de cactus en
molécules utiles, réduisant I’impact environnemental des déchets (Panesar et al.,
2010).

e Production enzymatique : leur activit¢ permet de générer des enzymes industrielles

essentielles a divers secteurs de la biotechnologie (Savatier, 2013).

Les différents agents biologiques impliqués dans ces procédés ainsi que leurs

applications spécifiques sur la biomasse du cactus sont récapitulés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1. 3: Role des agents biologiques et potentiel du cactus

Acteur Fonction dans le Application o
o o Reéférence
biologique procédé (cactus)
) Production d’acides Conversion en
Bactéries ) (Panesar et al.,2010)
organiques lactate
. o Fermentation des ) _
Levures Synthese de bioéthanol | (Kosikowski,2012)
jus
] . Dégradation des )
Champignons | Sécrétion d’enzymes ) (Savatier,2013)
fibres
Micro- o Molécules (Demain &Adrio,
) Catalyse spécifique
organismes plateformes 2008)

1.11. Conclusion

Il est important de noter que la valorisation par fermentation des déchets issus de
l'agroalimentaire est une approche durable qui permet de convertir les déchets organiques en
produits ayant une valeur importante. Cette technique non seulement contribue a la lutte
contre la pollution environnementale mais aussi a la mise en place d'une économie bio-
circulaire. La science moderne a permis de trouver dans la fermentation un moyen écologique

et rentable de gérer les déchets organiques.
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I11.1. Introduction

Ce chapitre est dédi¢ a la présentation détaillée du protocole expérimental et des
dispositifs techniques utilisés pour la réalisation de cette étude. Pour ce faire, on décrit dans
un premier temps les étapes de préparation de la biomasse a partir du cactus (Opuntia ficus-
Indica) utilis¢é comme bio floculant pour le traitement des rejets laitiers par coagulation
floculation et la valorisation de cette derniére par fermentation. Nous décrivons ensuite le
déroulement des expériences de fermentations et les techniques analytiques utilisées pour le

suivi des parametres et la caractérisation de la biomasse préparée.

11.2. Provenance et caractéristiques des produits et réactifs chimiques utilisés
Le tableau ci-dessous résume les produits et réactifs utilisés dans le cadre de ce travail
ainsi que leur provenance respective. Les produits concentrés d’hydroxyde de sodium et

I’acide chlorhydrique ont été dilués. Les solutions diluées étaient servies a ajuster le pH.

Tableau II. 1: Caractéristiques des produits et réactifs chimiques et leur provenance

Nom de | Formule Propriétés o Fournisseur/
) o ) Role / utilisation
produit chimique physiques provenance
Pastilles
Hydroxyde de blanches, tres | Ajustement le pH
_ NaOH ) BIO CHEM
sodium soluble dans | (agent basique)
I’eau
Acide Liquide incolore | Ajustement le pH | )
) HCL . ) ] Sigma Aldrich
chlorhydrique a odeur piquante | (agent acides)
Liquide )
_ ) ) Témoin de
Acide lactique | C3HesOs3 visqueux, ) Merck
) . fermentation
incolore a jaune
Chlorure de fer _ | Coagulant
Solide cristallin,
() FeCls ) [catalyseur Merck
brun noir
complexe

Poudre cristalline
Sucre de carbone/

Glucose CeH1206 blanche, saveur Sigma Aldrich
) substrat
sucree
Acide acétique | CH3COOH Liquide clair, | Métabolite de | Sigma Aldrich
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odeur de vinaigre | fermentation/tampon

o Poudre ou | Dosage des sucres | _

Reéactif DNS C7HaN207 o o Sigma-Aldrich
solution jaune vif | réducteurs
Cristaux .

Tartrate de | KNaCs4H40s.4 | Stabilisant du

_ incolores ou| . Merck

sodium H20 réactifs DNS
poudre blanche

Glucose Cristaux blancs, | Préparation de la | Sigma Aldrich

) CesH1206.H20 )
monohydratée pur pour analyse | gamme étalon

11.3. L’origine de la matiére premiére

Dans le cadre de cette étude, les cladodes du cactus Opuntia ficus-indica a été utilisé
comme maticre premiere végétale. La récolte a été effectuée au niveau du village de
GAMGOUMA, dans la commune d’El Asnam (wilaya de Bouira). Le choix de cette région se
justifie par son climat semi-Aride, une condition environnementale qui stimule la plante a

synthétiser des métabolites de réserve spécifiques, essentiels pour nos essais.

L’intégration de cette biomasse dans nos travaux répond a une stratégie de valorisation
des ressources locales par voie biologique. En effet, ce végétal se distingue par sa richesse en
polysaccharides complexes, constituant ainsi un substrat carboné idéal pour la nutrition des
micro-organismes (Savatier, J. (2013). En exploitant cette potentielle nutrition a travers
divers processus de fermentation, nous visons a transformer une matiere premiere brute en
bioproduits d’intérét. Cette démarche inscrite dans une logique de bio économie, cherchant un
substrat synthétique par des Ilternatives aturelles, renouvelables et économiquement

accessibles.

Dans cette ¢tude, Opuntia ficus-indica a été sélectionnée comme biofloculant naturel en raison
de sa richesse en mucilage, reconnu pour ses propriétés floculantes. La figure 2.1 présente la

plante utilisée comme matiére premicre.
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Figure 2.1 : la plante d 'Opuntia ficus-indica willaya de bouira région de Gamgouma

11.4. Préparation de la poudre du cactus

Au cours de nos essais, nous avons utilisé le cactus comme un bio floculant sous

forme poudre obtenue apres les étapes suivantes:

1)

2)

3)

4)

5)

Lavage et nettoyage : Les cladodes fraiches ont été rigoureusement lavées a 1’eau
pour éliminer les débris, les poussieres et la microflore de surface.

Découpage : la matiére a été sectionnée en fragments uniformes d’environ 1cm? afin
d’augmenter la surface d’échange et d’optimiser le processus de déshydratation.
Séchage : les morceaux découpés ont été placés dans une étuve ventilée durant 24
heures a 60°C, une étape critique pour réduire I’humidité tout en préservant I’intégrité
des polysaccharides (Benmehdi, H., &Cheriti, A. (2018)).

Broyage : une fois séches, les pieces de cactus ont été pulvérisées a I’aide d’un
broyeur électrique de marque BOMANN jusqu’a I’obtention d’un calibre fin et
homogene.

Stockage : le produit final a été conservé dans des flacons hermétiques a température
ambiante, a I’abri de I’humidité, pour garantir sa stabilit¢é avant son utilisation

expérimentale.

Les cladodes d’Opuntia ficus-indica ont subi plusieurs étapes de préparation afin
d’obtenir une poudre homogene et adaptée aux analyses. Ces étapes comprennent

notamment le lavage, le découpage, le séchage, le broyage et le tamisage.
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La figure II.1 présente les différentes étapes de préparation de la poudre de cladodes

d’Opuntia ficus-indica

. -

Aprés le broyage

Figure I1. 1: Etapes de préparation de la poudre du cactus.

I1.5. Protocole de Coagulation- Floculation (Jar -test)

Afin d’évaluer les performances de la poudre de cactus en tant que bio-adjuvant, une
série de tests a été réalisée sur un effluent synthétique simulant un rejet laitier. Le protocole
expérimental s’est déroulé selon les étapes suivantes [Degrémont. (2005). Mémento
technique de I’eau, 10°™ éditions, éditions Lavoisier, Tec & Doc, paris, Tomel, pages
215-230] :

1) Préparation du rejet synthétique : dans chaque bécher d’1L, nous avons reconstitué
I’effluent en mélangeant 1L d’eau de robinet avec 0,1 g de lait en poudre.

2) Ajout de la poudre : on a ajouté a chaque solution une masse de 2 g de poudre de
cactus (biomasse préparée précédemment) afin d’utiliser cette poudre comme agent
bio floculant.

3) Phase de coagulation : les béchers ont été placés sous un appareil de type Jar-test. Une
vitesse d’agitation rapide de 150 tr/min a été appliqué pendant 3 minutes, afin
d’assurer une dispersion homogene de la poudre et de favoriser les collisions entre les

particules (Degrémont. (2005).
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4) Phase de floculation : la vitesse a ensuite été ralentie a 40 tr/min pendant 20 minutes.
Cette étape de brassage lent permet la croissance des flocs par agrégation (Miller,
S.M., Fugate, E.J., Craver, V.O., Smith, J.A., & Zimmerman, J.B., (2008).

5) Décantation : a I’issue de 1’agitation, les pales ont été retirées et le systéme a été
maintenu au repos afin de permettre la décantation gravitaire des flocs formés au fond
du bécher. (Degrémont. (2005).

6) Récupération de la boue: Aprés décantation, la boue a été récupérée et séchée afin

d’étre utilisée pour les tests de valorisation.

11.6. Mesure de la turbidité et calcul du rendement

Pour juger de I’efficacit¢ de la coagulation des particules colloidales, nous avons
choisi la mesure de la turbidité, moyen simple et direct pour déterminer le taux d’abattement
de la matiere organique (NTU). Les mesures ont été effectués avec d’un turbidimétre de type

HANNA INSTRUMENTS (HI 98703), les résultats ont exprimés en unités NTU.

La procédure opératoire : Remplir une cuvette propre avec 10 ml d’échantillon,
ensuite, suppression des bulles d’air et nettoyage minutieux des parois de la cuvette avec un
tissu doux pour prévenir toute interférence avec le faisceau lumineux, enfin, positionnement
de la cuvette dans le support de I’appareil et mesure directe de la valeur. Le taux d’abattement

(R) a été calculé selon la formule suivante :
R(%) = [Tur (initial) — Turf (final)] * 100 (Eq. 2.1)
Avec:
Tur (initial) : La turbidité de la suspension avant de « Jar test »
Tur (final) : La turbidité apreés 24h de décantation

11.7. Récupération de la biomasse traitée

Suite a I’étape du jar test, les béchers ont été recouverts et laissés au repos pendant une
période de 24 heures afin de garantir une décantation compléte des flocs. Ensuite, la phase
solide (la boue) a recueilli par filtration a 1’aide d’un papier filtre, puis mise dans une étuve
pour étre séchée. Cette méthode a abouti a une biomasse finale stabilisée et préte pour une

caractérisation et la réalisation des tests de fermentation.
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11.8. Etude la fermentation de la levure sur un milieu de culture a base de la boue issue
du traitement d’un rejet laitier
11.8.1. Préparation de I’inoculum
La souche de Saccharomyces cerevisiae utilisée dans cette étude est de type boulanger,
obtenue dans le commerce sous forme de levure seche active (Saf-Instant — levure
instantanée, poids de sachet : 10g). Une culture préalable est faite en phase exponentielle de

croissance dans un milieu YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) a 30 °C pendant 18 a 24 h.

Le culot levurien est remis en suspension dans de 1’eau distillée stérile et ajusté a une
densité optique initiale de DOsoo = 0,9 (soit environ 107 cellules/mL) mesurée au

spectrophotomeétre a 600 nm.

11.8.2. Préparation du substrat

Le substrat de fermentation est constitué par une boue provenant du traitement des
rejets laitiers par biofloculation au cactus. Cette boue, qui contient des polyphénols et de la
maticre organique, sert de seule source de carbone et de nutriments pour la croissance de S.

cerevisiae.

11.8.3. Conditions opératoires de la fermentation

La préparation des milieux de fermentation commence par un nettoyage minutieux des
erlenmeyers de 500 mL, puis un ringage a l'eau distillée et un séchage a 1'étuve a 105 °C, afin
d'éviter toute contamination initiale. On verse 200 mL d’eau distillée dans chaque erlenmeyer,
puis on ajoute différentes quantités de boue pour étudier I’effet de la concentration du substrat
sur la fermentation : 5, 7,5, 10, 12,5 et 15 g de boue par flacon, soit respectivement 25, 37,5,

50, 62,5 et 75 g/L. Le pH du milieu a été ajusté a 5,5.

Une fois le milieu stérile refroidi a température ambiante, on inocule chaque
erlenmeyer avec la suspension microbienne. La fermentation est réalisée a 30 °C en procédé
batch avec agitation orbitale a 150 tr/min pendant 24 a 48 h. Pendant cette période, des
prélevements sont centrifugés a 8000 tr/min pendant 5 min ; le surnageant recueilli est utilisé
pour les dosages du pH et des sucres réducteurs, la densité optique étant mesurée sur le mott
de fermentation. La concentration en sucres réducteurs est mesurée par étalonnage a partir

d’une gamme étalon de glucose.
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Pour libérer les sucres enfermés dans la matrice végétale du cactus et réduire 1'effet
inhibant des polyphénols sur la croissance des levures, on effectue une hydrolyse acide
lactique sur chaque milieu en ajoutant de l'acide lactique a une concentration finale de 1 %
(v/v), puis en agitant magnétiquement le mélange a température ambiante (25 + 2 °C) pendant
4 h. On bouche hermétiquement les erlenmeyers avec du coton cardé puis on les stérilise en

les plagant dans un autoclave a 121 °C pendant 20 min.

Figure II. 2: Le fermenteur.

11.8.4. Extraction des composés phénoliques par macération

L’¢limination des polyphénols a été effectuée afin de diminuer leur effet inhibiteur sur
la croissance de la levure. Pour ce faire, on réalise une extraction des composés phénoliques
par macération hydro-éthanolique afin d’optimiser la valorisation de la boue. Le solvant
employé est une solution hydroéthanolique a 60 % (v/v). On introduit 12 g de la boue dans
100 mL de solvant. Le mélange subit une extraction dans des conditions contrdlées :
température constante a 50 °C, agitation permanente a 200 tr/min sur une durée de 2 h. A la
fin de la macération, on réalise la séparation du mélange, le liquide surnageant étant recueilli
et conservé dans une fiole. Le résidu solide est ensuite soumis a deux macérations
supplémentaires dans les mémes conditions opératoires afin d’épuiser totalement la biomasse
et d’extraire au maximum les composés phénoliques. Toutes les phases liquides récupérées
sont ensuite concentrées a 1’aide d’un évaporateur rotatif (rotavapor) afin d’éliminer le solvant

et d’obtenir I’extrait sec de polyphénols.
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Par la suite, l'activité antioxydante de l'extrait obtenu a été évaluée afin de caractériser
le potentiel antioxydant des polyphénols extraits. (Aguirre-Joya, J., De La Garza-Toledo,
H., Zugasti-Cruz, A., Belmares-Cerda, R., & Aguilar-Cristébal, N. (2013).

11.8.5. Prétraitement a I’hydrolyse acide lactique

Pour dégrader les polyméres complexes et libérer les sucres fermentescibles contenus
dans la boue récupérée, un prétraitement d’hydrolyse thermique en milieu acide a été¢ mis en
ceuvre. Ce traitement a pour but de briser les liaisons glycosidiques des polysaccharides qui
composent la matrice végétale du cactus, afin de rendre les sucres ainsi libérés disponibles
pour la métabolisation par la levure Saccharomyces cerevisiae au cours de la fermentation. Le

protocole opératoire a été conduit en suivant les étapes suivantes :

On réalise une hydrolyse acide par macération de 10 g de boue séchée dans 100 mL
d’une solution d’acide lactique a 2 % (v/v). Le mélange maintenu a 100 °C sous agitation
constante permet de dégrader les polyméres complexes et de libérer les sucres
fermentescibles. Une fois la phase de chauffage terminée, I'hydrolysat ainsi obtenu est rincé a
I’eau distillée, puis séché et transvasé dans des erlenmeyers. (Saha, B. C., Iten, L. B., Cotta,

M. A., & Wu, Y. V. (2005).

11.9. Effet de 1a concentration en extrait de levure

Pour améliorer la croissance de S. cerevisiae sur la boue traitée, on a ajouté a son
milieu de culture un extrait de levure comme source supplémentaire de facteurs de croissance,
de vitamines et d'acides aminés. On a testé trois concentrations d’extrait de levure : 0,5, 1 et
1,5 g/L. Apres refroidissement de 1'hydrolysat de boue et avant inoculation, on y dissout
l'extrait de levure et 'on homogénéise le mélange par agitation magnétique. On évalue 1’effet
de cet apport sur la cinétique de croissance de la levure, la consommation des sucres
réducteurs et le pH du milieu, afin de déterminer la concentration optimale favorisant la
fermentation sur ce substrat complexe. (Danesi, E. D. G., Rangel-Yagui, C. O., Sato, S., &

de Carvalho, J. C. M. (2006)).

11.10. Dosage des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs résiduels s’effectue par la méthode au3, 5-
dinitrosalicylique (DNS), qui permet de quantifier les sucres réducteurs présents dans le
milieu et ainsi de suivre la consommation du substrat par les levures au cours de la

fermentation. Le réactif au DNS est préparé en dissolvant 1 g d’acide 3,5-dinitrosalicylique
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dans 20 mL de soude sodique (NaOH) 2 N avec agitation magnétique. Une fois complétement
dissous, ajouter graduellement 30 g de tartrate double de sodium et de potassium en chauffant
légérement a 40 °C, puis compléter a 100 mL avec de I'eau distillée. En cas de présence de
particules, on effectue une filtration sur papier Whatman. La gamme d’étalonnage du glucose
est réalisée a partir d’une solution mere préparée en tenant compte de I’hydratation du
précurseur (1 g de glucose monohydraté = 0,9 g de glucose anhydre), diluée dans 100 mL
d’eau distillée stérile a un pH maintenu entre 6,0 et 6,5. Pour le dosage, on ajoute, dans un
tube a essai, 0,5 mL de surnageant filtré a 1,5 mL de réactif au DNS. On porte les tubes a
¢bullition a 100 °C pendant 15 min au bain-marie, puis on les refroidit immédiatement dans
un bain de glace. On ajoute 3 mL d’eau distillée et on lit I’absorbance au spectrophotométre a
540 nm. On prépare le blanc de mesure avec 0,5 mL d’eau distillée et 1,5 mL de solution de

DNS, traités dans les mémes conditions que les échantillons. (Miller, G. L. (1959)).

11.11. Activité antioxydante Test de réduction du radical DPPH (2,2 diphényl
1picrylhydrazyl) (Gulcin et Alwasel, 2023)
Le test DPPH sert a évaluer le pouvoir antioxydant des polyphénols en quantifiant leur
aptitude a transformer le radical libre DPPH, stable et teinté en violet, en une forme jaune
(DPPH H). Cette diminution est quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d'onde de

517 nm.

11.11.1. Préparation des solutions
On prépare une solution de DPPH a une concentration de 0,1 Mm dans du méthanol.
Les biomolécules sont successivement diluées dans un solvant identique, dans le but

d'atteindre des concentrations finales variant de 5 a 4000 pg/ml.

Dans des éprouvettes, 1 ml de solution de DPPH (0,1 mM) est associ¢ a 1 ml de
chaque dilution d'huile essentielle. Par la suite, les tubes sont placés dans 'obscurité a 25°C
pendant une demi-heure pour prévenir toute décomposition photochimique. Suite a

l'incubation, 1'absorbance est déterminée a 517 nm grace a un spectrophotometre.

On calcule le taux d'inhibition en utilisant la formule ci-aprés :

A — A ,
%inhibition — ( blanc I echantlllon) %100
blanc
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(BARIS, OZLEM; GULLUCE, MEDINE; SAHIN, FIKRETTIN; OZER, HAKAN;

KILIC, HAMDULLAH; OZKAN, HAKAN; SOKMEN, MUNEVVER; and OZBEK,
TULIN(2006)).
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