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Résumé :

L’objectif de ce travail est la production de bioéthanol sur de I’amidon et les produits
amylacés(eau de riz et farine de mais) par fermentation alcoolique en utilisant Saccharomyces
cerevisiae. Le substrat subit une liquéfaction par I’alpha amylase puis une saccharification par la
glucoamylase avant fermentation. La liquéfaction est exercée dans les conditions suivantes :
30g/L d’amidon, pH6, T°=55°C, 0,12U.CEIP/ml. La saccharification est exercée dans les
conditions suivantes : pH4, T°=50°C, 640mg/Lde glucoamylase. Dans ces conditions une
fermentation aboutit a sa production maximale (16g/L a 17g/L) (R=0,55g d’éthanol/g d’amidon)
au bout de 20h a 24h. Le rendement obtenu avec les produits amylacés est plus faible (0,239

d’éthanol/g d’amidon pour la farine de mais et 0,083 g d’éthanol/g d’amidon pour ’eau de riz).
Abstract :

The objective of this work is the production of bioethanol on starch and starch products (rice
water and corn flour) by alcoholic fermentation using Saccharomyces cerevisiae. The substrate
undergoes liquefaction by alpha amylase followed by saccharification using glucoamylase before
fermentation. Liquefaction is carried out under the following conditions: 30g / L of starch, pH 6,

°=55°C, 0,12U.CEIP / ml. Saccharification is conducted in the following conditions: pH 4,
T °=50° C, 640mg / L of glucoamylase. Under these conditions a fermentation results in full
production (16g / L to 17g / L) (R = 0.55 g ethanol / g starch) after 20h to 24h. The vyield
obtained with the starch products is lower (0.23 g ethanol / g starch) for the corn flour and 0.083
g ethanol / g starch for rice water.
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- G Concentration Finale

- [1: La Concentration
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Introduction Générale

Introduction Générale

A T’heure actuelle, le monde souffre de la diminution des ressources en énergies non
renouvelables d’un coté et I’augmentation des émissions de gaz a effet de serre d’un autre
coté; pour cela sa préoccupation est grandissante vis-a-vis de la découverte de sources

d’énergie alternatives aux carburants fossiles durables et non nuisibles (Ferland, 2008).

Le bioéthanol ou éthanol biologique est une nouvelle source d'énergie. Elle pourrait étre
produite par fermentation alcoolique a partir de matiéres renouvelables, abondantes dans la
nature (matieres cellulosiques, amylacées et sucrieres) donnant un biocarburant non polluant

puisque sa combustion ne contribue pas a I'effet de serre (Ben chaaebane).

La production du bioéthanol a 1’échelle mondiale est passée de 30 milliards de litres a
46 milliards de litres entre les années 2000 et 2005, soit une augmentation de plus de 50%.
(kacimi, 2008). Au Brésil, aux Etats-Unis et dans les pays européens, les perspectives du
développement sont claires. L’éthanol est la premiére source d’énergie renouvelable qui prend
une place aussi importante sur 1’échiquier des carburants. Le marché mondial du bioéthanol
est un marché partagé entre le Brésil et les Etats-Unis qui détiennent respectivement 52 % et
43 % de la part du marché, les 5 % restants sont partagés entre 1’Europe et 1’Asie
essentiellement (Ben Chaaebane).

Notre pays, bien qu’il soit producteur de carburants fossiles, il porte un intérét timide
mais de plus en plus important vis-a-vis des énergies renouvelables. La production du

bioéthanol est actuellement non appliquée sur terrain.

L’objectif de ce travail est de produire du bioéthanol par fermentation alcoolique en
utilisant Saccharomyces cerevisiae comme microorganisme producteur et de I’amidon avec
les sous produits amylacés comme source de carbone et d’énergie. Pour cela, nous nous
sommes intéressés principalement a la préparation du substrat destiné a la fermentation en
optimisant les conditions d’hydrolyse enzymatique qui permettent d’obtenir un substrat

fermentescible donnant un rendement maximale de production au cours de la fermentation.
La premiére partie de ce mémoire consiste a une étude bibliographique qui vise a définir
le bioéthanol, a expliquer son intérét, et présenter le microorganisme producteur le plus

rependu dans la production du Bioéthanol.

[1]



Introduction Générale

Dans la deuxiéme partie de notre étude nous avons entamé I’aspect expérimental qui se
déroule en trois volets :

I-Une caractérisation de 1’alpha amylase, enzyme responsable de la liquéfaction de notre

substrat en précisant les conditions optimales de sa catalyse enzymatique (pH, Température,

concentration du substrat et concentration de 1’enzyme).

I1-Une production du bioéthanol a partir de trois différentes qualités d’amidon :
e A partir de I’amidon soluble en passant par un schéma d’optimisation constitué de trois
protocoles. Les deux étapes étudiées dans cette partie sont la saccharification et la

fermentation.

e A partir d’'un amidon peu soluble en appliquant le protocole optimisé sur 1’amidon
soluble,

e A partir de deux produits amylacées non solubles : la farine de mais et I’eau de riz.

I11-Une séparation du bioéthanol produit par distillation, puis une caractérisation visant son

identification et sa quantification.

(2]
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Partie Théorique

| L’éthanol :
I-1 Définition :

L’éthanol, 1’alcool ou encore 1’alcool éthylique sont toutes les trois des appellations qui
désignent la méme molécule qui est composée de deux atomes de carbone (C), six atomes
d’hydrogéne (H) et d’un atome d’oxygene (O). Les formules brutes et semi-développées de la
molécule d’éthanol sont respectivement le C,HgO, le C;HsOH et le CH3-CH,-OH (Figure 1).
(Kacimi, 2008). La formule développée de ce composé qui fait apparaitre toutes les liaisons
covalentes entre tous eléments chimiques constituants la molécule est représentée sur la
(Figure 1) (Site 1).

i
H (|3 C OH
H

Figure 1 : Molécule d’alcool éthylique : modéle moléculaire et formule développée.
(Kacimi, 2008, Site 1)

I-2 Propriétés :

L’éthanol est un liquide volatil, incolore, il a une odeur agréable, il est miscible a I’eau
mais également aux alcools, I’éther éthylique, le benzene et la plupart des solvants
organiques. C’est par ailleurs, un bon solvant des graisses et de nombreuses matieres
plastiques.

L’éthanol est un produit combustible, il brule en donnant avec 1’air, de 1’eau et de
I’anhydride carbonique. C’est un produit tres inflammable dont les vapeurs peuvent former
des mélanges explosifs avec I’air. Les principales propriétés physiques de 1’éthanol sont

représentées sur le (Tableau 1) (Saihia, 2014).

(3]
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Tableau 1 : Propriétés physicochimiques principales de 1’éthanol
(Pohorecky et Brick, 1988; Larpent et al, 1992)

Propriétés physigues

T" fusion

117 %C+

T" ébullition

79°CE

Solubilité]

Solubilité dans T'eau : miscible, elle est
compléte dans les solvants polaires et

apolaires {poétone. Ether di éthvligue ).

T” d'auto-inflammeation

423 2 425 "C;

363 °C (selon les sources)

Point d"éclair

coupelle fermée :

15%C pur
172C 95 ol
219 T0 Sevol,
49 10 Fevol,

62 "C 5 Bvol

Viscosité dynamigoe

1, 200107 Pas & 20 °C

The rmochimie S"',,qml I bar 159 86 I mol - K
AH 2353 kI-mol
AH ppiae 77,0 kJ-mol’'
543 111K mol”
Propriétés optiques Indice de réfraction #g:t 3504

Propriétés chimigues

Formule brute

CzHeO) [Isoméres]

Diamétre moléculaine 0.469 nm
Moment dipolaine Lot D

Masse molaire”

460684 £ 00023 o/mol
C5214% HI313% 03473 %,

[4]
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I-3 les avantages et les inconvénients de I’éthanol (Ben Chaaebane):

L’éthanol présente des avantages et des inconvénients qui sont resumeés sur le

(Tableau 2).

Tableau 2 : Avantage et Inconvénient de 1’éthanol (Ben Chaaebane)

Ai'antages

Inconvenients

Moins d'émissions de dioxyde de carbone (CO,) fossile
que les carburants conventionnels

Son indice de cétane étant momns élevé que celui du
diesel, le bioéthanol ne convient pas comme carburant
propre pour les moteurs diesels conventionnels, a
moins qu'un accélérateur d'ignition ne soit ajouté.

Haut indice d'octane, permettant un fonctionnement
plus efficace des moteurs a allumage par étincelle

Emissions trés élevées d'hydrocarbures par évaporation
(environ 15% pour IE10G), ce qui requiert un réglage
de la pression de vapeur de l'essence de base a laquelle
I'éthanol est ajouté.

Moins d'émissions de particules

La pression de vapeur étant basse et la chaleur latente

d'évaporation de l'éthanol élevée, le démarrage a frond
peut étre plus difficile dans les climats plus froids. a
moins que I'éthanol ne soit mélangé 4 de l'essence ou
qu'une autre aide au démarrage ne soit utilisée.

Moins d'émussions non réglementées de benzéne et de
butadiéne 1-3 ; les taux de benzéne diminuent & mesure
que la concentration d'éthanol dans l'essence angmente.

Sa combustion entraine une formation accrue
d'acétaldéhyde. mais les émissions de formaldéhyde
formique sont moindres par rapport a l'essence

Risque moins élevé de formation d'ozone que l'essence
et le diesel

Sa capacité lubnfiante peu élevée peut provoquer une
corrosion du moteur

Pas de teneur en soufre

Problémes de stabilité de phase dans le mélange
d'essence en cas de présence d'eau

Biodégradable

La combustion de I'éthanol pur produt une flamme
nvisible qui peut provoquer des problémes de sécurité

Moins toxique que le méthanol ou le biométhanol

Les véhicules E85G produisent des émissions non
réglementées plus élevées (éthyléne et acétaldéhyde)
que les véhicules 3 essence

I a été démontré que les véhicules a un seul carburant
et les véhicules tous carburants. 3 moteurs 4 démarrage
par étincelle alimentés en bioéthanol, présentazent un
rendement énergétique plus élevé que les moteurs a
esSence.

Lorsque I'éthancl non brilé (E95D) réagit sur la
surface du catalyseur. 1l peut s'échapper une odeur de
vinaigre. Cette situation s'est améliorée avec la
nouvelle génération de catalyseurs.

Rendement & indice d'octane élevé pour un coit
relativement réduat.
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I-4 Utilisation de I’éthanol :
I-4-1 Carburant

L’idée d’utiliser 1’éthanol comme carburant a été congue par Henry Ford, quand il
développait sa premiére automobile. Aux Etats-Unis, I’utilisation du mélange Essence-
Ethanol a débuté vers la fin des années 1970, et a contribué a réduire les émissions du
monoxyde de carbone tel que requis par le « Clean Air Act » de 1990. Le Brésil est aussi un
des grands utilisateurs de 1’éthanol en ce qui concerne le carburant automobile. L’éthanol peut
également étre utilisé comme carburant de fusées et d’avions Iégeres. (Hugues, 2015; Daho,
2008).
I-4-2 Boissons alcoolisées

L’éthanol est le principal constituant psycho-actif que 1’on trouve dans les boissons
alcoolisés, avec des effets sur le systeme nerveux. La majorité des boissons alcoolisés sont
soit fermentés, soit spiritueuses. Dans les boissons fermentées, il ya les biéres, les vins et les
cidres. Les boissons spiritueuses telles que le Whiskey sont produites par distillation des

boissons fermentées (Birckel, 2011).

I-4-3 Matiere premiére

L’éthanol est considéré comme un produit chimique de base pour d’autres composés
organiques. On I’utilise pour la préparation des amines, des esters éthyliques, des halogénures
d éthyle,....etc (kacimi,2008).

I-4-4 Antiseptique

L’éthanol est utilisé dans le domaine médicale comme antibactérien, antifongique,

antiviral et comme solution de lavage pour les mains (Rhayour, 2002)

I-4-5 Solvant

L’éthanol se mélange avec 1’eau et peut étre un bon solvant. On le retrouve dans
I’industrie des parfums, des matiéres colorantes et dans 1’industrie des peintures et des vernis
....ect. (Khan, 2010)

6]
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I-4-6 En médecine

Auparavant, I’éthanol permettait de traiter le probleme de la dépression et comme
anesthésique (Rassaert, 2012).Actuellement, on utilise 1’éthanol pour provoquer la nécrose
dans les tumeurs. L’éthanol permet de traiter I’intoxication au méthanol et éthyléne glycol.
(Rhayour, 2002).

I-5 La production de I’éthanol :

L’éthanol peut étre produit industriellement a partir de la pétrochimie par hydratation de
I’éthyléne, ou par la fermentation alcoolique par les levures, on parle dans ce cas du
bioéthanol.

La catalyse chimique directe consiste a une hydratation par catalyse acide de 1’éthyléne,
suivant la reaction:

H,C=CH,+H,0 «—> CH3CH,0OH
Le catalyseur le plus communément utilisé est 1’acide phosphorique, adsorbé sur un support
poreux comme le gel de silice. Une augmentation de la température (250 a 300°C, sous haute
pression) aide a déplacer I’équilibre vers la production de 1’éthanol. La catalyse chimique
indirecte consiste a estérifier I’éthyléne par I aide sulfurique pour produire du sulfate d’éthyle,
qui est ensuite hydrolysé pour donner de 1’éthanol et de 1 acide sulfurique, qui sert donc de

catalyseur lors de cette réaction:

H,C= CH,; +H,SO, «—» CH3CH,SO4H
CH3CH,SO4H + H,O «—»CH3;CH,0H + H,SO,

Ce produit consomme de grandes quantités d’acide sulfurique et nécessite en entrée un
mélange gazeux de bonne qualité (site 2).

La production du Bioéthanol par les méthodes biologiques fermentaires est plus
respectueuse de 1I’environnement et sa combustion est plus propre que celle de I’essence ou du
diesel (Ben Chaaebane).

L’augmentation de la production d’éthanol carburant (Figure 2) est devenue presque
exponentielle depuis I’an 2000. Cette tendance devrait étre conservée au moins jusqu’en 2015
suite a (Riess, 2012):

v I’augmentation du prix du pétrole et a son instabilité.

v l’augmentation des demandes énergétiques des pays émergeants.
v'ladiminution des réserves de pétrole.

v" D’intérét environnemental de 1’utilisation d’éthanol carburant.

[7]
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v" TP’instabilité politique des régions productrices de pétrole.
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Figure 2 : Evolution de la production mondiale d'éthanol carburant
(Riess, 2012)
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Il Le bioéthanol :

Le bioéthanol est un éthanol produit par fermentation de la fraction biodégradable des
déchets et résidus provenant de l'agriculture, de la sylviculture et de ses industries connexes,
des déchets industriels et municipaux.

En Europe, le bioéthanol est produit a partir de céréales (blé, mais...) ou de betteraves.
Par un procédé de fermentation industrielle, le sucre contenu dans ces végétaux est transformé
en alcool. Cet alcool (éthanol) est concentré puis déshydraté pour obtenir du bioéthanol.
Au Brésil, le bioéthanol est produit a partir de la canne a sucre, et aux Etats-Unis, il est issu de

la transformation du mais (Site 3).

11-1 Le microorganisme producteur (Saccharomyces cerevisiae):

La levure S. cerevisiae est un des microorganismes les plus utilisés dans le domaine des
biotechnologies. Elle occupe une place privilégiée dans les activités industrielles ; car, elle est
utilisée par ’homme depuis des millénaires dans 1’industrie agroalimentaire comme agent de
fermentation, pour la production des boissons et des produits fermentés (vin, biere, pain). De
nos jours, la levure est également largement utilisée comme usine cellulaire pour la
production de molécules d’intérét : dans le domaine pharmaceutique et médical, elle est
utilisée pour la production de vaccins, de probiotiques ou de protéines (insuline).

Elle joue également un réle clé dans I’industrie chimique pour 1a synthése de produits
de commodité comme 1’acide lactique pour la production des plastiques et dans le domaine

des énergies renouvelables et des biocarburants (bioéthanol) (Celton, 2011).

(8]
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11-1-1 Classification (Benaouida, 2008):

Les levures Saccharomyces appartiennent au :

ROONE .o, Fungi

Division (embranchement)................ocooiiiiiiiiiiiann. Ascomycota (Ascomycétes)
SOUS-AIVISION. ...t Saccharomycotina

ClaSSE. ...t Saccharomycetes.

SOUS ClaSSE. .. e Saccharomycetidae

(@] 0 [T PR Saccharomycetales.
Famille. ... ..o Saccharomycetaceae.
T o = Saccharomyces

11-1-2 Morphologie et Cytologie :

Les levures sont des eucaryotes unicellulaires, ayant une forme sphérique ou ovale,
d’une taille qui peut varier entre 1 et 9 pm en longueur et de 1 a 5 pm en largeur. Leur état
physiologique et leur morphologie peuvent varier selon les conditions de I’environnement.
(Benaouida, 2008).

Les levures présentent une structure plus complexe que celle des bactéries notamment
par la présence d’un noyau, de mitochondries, d’un appareil de Golgi et de plus d’un

chromosome (Saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (Figure 3) (Labrecque, 2003).

[CA LEVURE |

Cicatrice de
bourgeannement

Enveloppe -

Figure 3 : Structure de Saccharomyces cerevisiae

(Benaouida, 2008).
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11-1-3 La reproduction :

Les levures ont un mode de multiplication bien spécial. Elles se reproduisent aussi bien
par un cycle asexué (végétatif) que par un cycle sexué (sporulation) en fonction des
conditions favorables ou défavorables du milieu. De plus, les populations des levures
connaissent un cycle de vie complexe, dans lequel on trouve alternativement des cellules
haploides (n = 16 chromosomes) et des cellules diploides (2n = 32 chromosomes).
Lorsqu’elles se trouvent dans des conditions favorables de culture (température, aération, pH,
etc.), la reproduction asexuée est la forme majeure de multiplication. Elle s’effectue par
bourgeonnement ou par fission (scissiparit¢) a partir d’une cellule mere (Figure 4)
(Benaouida, 2008).

Tant que I'environnement est favorable, le diploide se multiplie par bourgeonnement. Si
les nutriments viennent & manquer, la cellule repasse en phase haploide par un processus
de méiose. On obtient finalement quatre noyaux haploides qui sont inclus dans les spores
(ascospores) contenues dans un sac appelé asque. L'enveloppe de lI'asque se rompt a maturité
et libere deux cellules haploides «a» et deux cellules haploides «a» qui peuvent
recommencer le cycle (Benaouida, 2008).

Figure 4 : représente la reproduction asexuée
(Benaouida, 2008)

Les constituants de la cellule se dédoublent pour former un bourgeon qui augmente
progressivement de volume. Le noyau se divise et le noyau fils migre dans 1’excroissance

(bourgeon). Le bourgeon arrivé a maturité se détache, il résulte deux cellules identiques.

(10]
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Ces cellules («a» et «a») correspondent a des signes sexuels distincts. Elles ne se
distinguent pas morphologiquement mais par la phéromone qu'elles produisent : MATa ou
MATo.

Les phéromones libérées permettent I'amorce du processus de fécondation en se liant & un
récepteur spécifique. Ensuite c'est la fusion entre une cellule «a » et une « a » qui donne

naissance a une cellule diploide « a/a » (Amillastre, 2012).

/—_\

L=
.

Figure 5 : Cycle de reproduction de la levure
(Leclerc, 1995)

11-1-4 Les besoins nutritionnelles :
Pour se maintenir, croitre et se reproduire, la levure doit trouver dans son milieu externe les

éléments nécessaires a la synthése cellulaire.

e Sources de carbone : Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les
champignons puisque elles fournissent le carbone exigé pour la biosynthése de constituants
cellulaires variés tels que les glucides, les lipides, les protéines, les acides nucléiques etc ).Les
levures utilisent des sucres comme source principale de carbone et par conséquent d’énergie.
Les sources les plus efficaces sont des oses (glucose, fructose et mannose) qui sont utilisables
par plus de 400 espéces identifiées .D’autres levures particuliéres utilisent des sources de
carbone non conventionnelles, elles sont capables d’oxyder des acides organiques et des
alcools (éthanol, Glycérol) (Aldiguier, 2006)
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e Sources d’azote . La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources
d’azote organiques et inorganiques pour la biosynthése d’acides aminés, de protéines,
d’acides nucléiques et de vitamines. Les levures ne peuvent pas fixer I’azote libre. Par
ailleurs, 1’assimilation des ions ammoniums est largement répandue chez ces derniéres.
Cependant, d’autres especes se caractérisent par une capacité a utiliser les nitrates et d’autres
composés comme source d’azote (acides aminés, urée, biotine, base puriques et pyrimidiques)
(Aldiguier, 2006)

e Oligoéléments et facteurs de croissance : Les levures ont besoin aussi de sels
minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations. De plus, d’autres
facteurs sont essentiels comme les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide pantothénique),

qui interviennent lors des réactions enzymatiques, comme des coenzymes (Aldiguier, 2006)

11-1-5 Les conditions physicochimiques de croissance :

e La température : La température courante de culture des levures se situe entre 25 et
30°C, pour assurer la croissance adéquate de la plupart des levures. Toutefois, ces
températures ne sont pas rigoureusement les températures optimales de croissance que les
levures trouvent dans leurs habitats naturels. En effet, la température maximale de croissance
peut se situer entre 35°C et 45°C. D’autres levures peuvent se développer a 0°C ou a plus de

50°C pour Candida sloofii, Saccharomyces telluris et Torulopsis bovina (Larpent, 1990).

e Le pH : Les levures ont tendance & coloniser des environnements acides et par leurs
activités métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus
le milieu. Leur croissance optimale se fait a des pH entre 4,6 a 6,5 et beaucoup d’especes
tolérent de grandes variations de pH. Elles peuvent s’adapter a des milieux acides (pH 2,8 a
3,0) ou alcalins (pH 8 a 8,5) (Noui, 2001).

« La pression osmotique et Dactivité d’eau . La pression osmotique intervient
également sur le développement des levures dont 1’effet varie d’une souche a une autre. La
plupart des souches ne peuvent se développer a des activités de 1’eau inférieure a 0,90.
Certaines toleérent des pressions osmotiques plus élevées correspondant a une activité de 1’eau
de I’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent. Ces levures sont dites xérotolérantes car

elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs (betaine, glycerol) (Saihia, 2014)
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e L’oxygéne : Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygéne,
il n’y a pas de levures anaérobies strictes. Certaines levures sont aérobies strictes comme les
genres : Rhodotorula, Lipomyces, Cryptococcus etc. Les autres sont aéro-anaérobies
facultatives préférant un métabolisme soit fermentaire (comme les Saccharomyces,
Schizosaccharomyces et Brettanomyces) soit respiratoire (comme les Candida, les
Kluyveromyces la plupart des Pichia et des Hansenula et Quelques Torulopsis) (Noui, 2001).

11-1-6 Métabolisme :

Saccharomyces cerevisiae est un micro-organisme capable de vivre aussi bien en
présence qu’en absence d’air, avec comme nutriment préféré un sucre simple (le glucose). La
transformation des sucres par la levure est donc possible selon deux voies différentes:

e En présence d’air (aérobiose), les levures respirent et consomment une partie du

sucre en produisant de I’eau et du gaz carbonique, suivant 1’équation :

CeH1206 + 6 O2—» 6CO; +6 H20 + Energie

La dégradation du glucose se fait par de nombreuses réactions enzymatiques spécifiques.
Appartenant aux voies classiques suivantes : dont les plus importantes sont la Glycolyse
(Figure 6) et le Cycle de Krebs. L’étape ultime mobilise la chaine des enzymes
respiratoires qui transportent les électrons provenant des déshydrogénations vers 1’Oxygeéne
moléculaire. Par cette voie «aérobie», la dégradation d’une molécule de Glucose produit 38
molécules d’Adénosine Triphosphate (ATP). Cette énergie assure le maintien de la vie de la
cellule et permet d’effectuer de nombreuses synthéses cellulaires pour la croissance et la
multiplication. Cette voie est utilisée pour la fabrication industrielle de la levure en présence
d’air dans les fermenteurs de la levurerie, les souches sont cultivées dans des milieux sucrés

(mélasses de betterave et de canne). (Boitard, 2010)
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Figure 6 : Schéma de la glycolyse

(Nehme, 2008)
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e En absence d’air (anaérobiose), la levure tire 1’énergie pour survivre de la
fermentation du sucre qui produit de 1’alcool éthylique et du gaz carbonique, suivant

I’équation:

CeH1206 ——— 2C0O; + 2C;Hs0H

La glycolyse (Figure 7) constitue la premiere étape de la dégradation du glucose. Elle se fait
en aérobiose comme en anaérobiose et améne a la formation de deux molécules de pyruvate,
deux molécules d’ATP et deux molécules de NADH, H*. Ces derniéres subissent une
réoxydation en anaérobiose amenant dans le cas de la fermentation alcoolique, a la réduction
de I’acétaldéhyde (issu de la décarboxylation du pyruvate) en éthanol selon les réactions

suivantes. (Boitard, 2010)

Pyruvate décarboxylase
(1) CH:COCOOH ————  CH3;CHO + CO;

Pyruvate Ethanal

Alecel déshydrogénase

(i) CHsCHO a7 = CH:CH>OH
Ethanal NADH H® NAD® Ethanol

Figure 7 : Les équations de la glycolyse
(Nehme, 2008)

11-2 Les procédés de production du bioéthanol :
11-2-1 L’éthanol de premiére et de seconde génération :

L’éthanol élaboré a partir de plantes riches en sucres ou en amidon comme le mais et les
céréales est dit de « premicére génération » parce qu’il est produit a I’aide de procédés
industriels et d’hydrolyse enzymatique relativement simples et bien maitrisés ; ¢’est pourquoi
il a fait ’objet d’un développement a 1’échelle commerciale au cours des dernieres années en

Amérique du Nord (Ferland, 2008).
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Dans le cas de I’éthanol produit a partir de matiere lignocellulosique, couramment
appelé éthanol cellulosique, le procédé d’hydrolyse enzymatique est beaucoup plus complexe
et laborieux puisque la matiere lignocellulosique est formée d’une matrice rigide difficile a
déstructurer pour libérer la cellulose. Pour cette raison, 1’éthanol cellulosique est dit de
« seconde génération » (Ferland, 2008).

Les bilans énergétique et environnemental des biocarburants de seconde génération sont
considérés comme supérieurs a ceux de premiére génération. Cependant, parce que la
rentabilité des procédés reste a démontrer, leur production ne se fait pas encore a 1’échelle
industrielle. La filiere prédominante actuellement est donc celle de premiere génération
(Ferland, 2008).
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Figure 8 : Ethanol de 1°® et 2°™ génération
(Dutriez et watterlot, 2016)
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11-2-2 Substrats et procédés de production de I’éthanol de 1°™ génération :

Actuellement, la production industrielle de bioéthanol de 1lere génération est effectuée a
partir de produits agricoles riches en amidon ou en saccharose qui sont facilement
fermentescibles. Ces sucres servent de réserve d’énergie pour les végétaux et sont a ce titre
stockés dans des tissus spécifiques a chaque plante. Deux voies sont donc distinguées : une
utilisant les plantes sacchariferes et une autre basée sur les plantes amylacées (Figure 9)
(Riess, 2012).
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Glucose + = Fermentation - 5 Extraction de
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Glucose + Fructose

S - =3 'li
Distiltation
e

: e
.

Bioéthanol

Figure 9 : Les grandes étapes de production du Bioéthanol a partir des plantes sacchariferes

et les plantes amylacées (site 4)

- A partir des plantes sacchariferes :

La canne a sucre, avec son utilisation massive au Brésil, est la plante saccharifere la
plus utilisée au niveau mondial pour la production de bioéthanol. En 2010, I’éthanol de canne
a sucre représentait un tiers de la production d’éthanol au niveau mondial (Agrimer, 2011).
Cependant, la canne a sucre ne pousse qu’en milieu tropical. La betterave sucriére est
beaucoup mieux adaptée au climat temperé de 1’Europe. 1l existe aussi une troisieme plante
utilisée a moindre échelle, le sorgho sucrier. 1l provient de I’ Afrique ; mais il est adaptable au
climat tempéré et présente I’avantage d’avoir des besoins réduits en eau pour se développer.
Les plantes sacchariferes ont I’inconvénient d’étre riches en eau et ne peuvent donc pas étre

stockées dans le temps pour une utilisation ultérieure. En effet leurs teneurs en sucre
(17]
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diminuent rapidement aprés arrachage ou coupage. La production d’éthanol a partir de
betterave sucriere débute, comme pour la production de sucre, avec le lavage des racines, leur
découpage en cossettes et 1’extraction des sucres a I’eau chaude qui est appelé diffusion. Pour
ce qui est de la canne a sucre, la premiere étape est la coupe, suivie du broyage des cannes
puis enfin leur pressage. Par la suite, les différences entre la canne a sucre et la betterave

sucriére dépendent essentiellement des unités de production (Riess, 2012)

| Betteraves sucriéres ‘

Boues de lavage |<—— La\.ige

Diffusion des sucres

en campagne

Evaporation

v

Cristallisation Fermentation
alcoalique

Sirop basse

pureté 1 Distiiation

46— (ristallisation ‘ Alcool brut ‘ évaporation

Sifop bazts Rectification et déshydratation ‘ Sirop de vinasse |

pureté 2 *

+ ‘ Ethanol ‘

Cristallisation

Mélasses

Figure 10 : Recyclage des sous-produits de I’industrie sucriére dans la production du
Bioéthanol (Riess, 2012).

La (Figure 10) illustre le procédé de production d’éthanol a partir de betterave sucriére.
Les jus d’extraction appelés jus verts peuvent étre utilisés directement pour la fermentation
par Saccharomyces cerevisiae durant la campagne sucriére. Cette levure a la capacité
d’hydrolyser le saccharose et ainsi de libérer les deux sucres simples dont il est composé, qui
sont le glucose et le fructose. Ces sucres simples sont fermentescibles. 11 s’agira ensuite de

distiller le vin obtenu pour récupérer I’éthanol.
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Les jus clairs, sirops et melasse sont issus respectivement des étapes de clarification,
évaporation et cristallisation. La phase de clarification est effectuée par chaulage. Le jus
chaulé sera ensuite carbonaté puis subira un second chaulage et une seconde carbonatation.
Sous l'action de la chaux, les acides minéraux et un certain nombre de matiéres organiques,
comme les pectines et les protéines, sont transformés en sels insolubles. Il se forme un
précipité qui entraine les impuretés en se déposant. Le chaulage entraine 1’élimination presque
totale du fer. Le fer peut catalyser des réactions d’oxydations entrainant la formation de
couleur et mener a la formation de sucres blanc-grisatre , il est donc indésirable pour la
production de sucre. La fraction liquide, appelée jus clair est alors récupérée. Le sirop
correspond au jus clair est concentré par évaporation de I’cau. Le saccharose représente alors
plus de 90 % de la matiére séche totale. Le passage de sirop a mélasse consiste en une
cristallisation du sucre, ce sont donc les autres constituants qui sont concentrés et le sucre lui
est en partie éliminé. Le but de cette opération est de former la masse-cuite (sucre refroidi) par
cristallisation du sucre contenu dans le sirop. L’introduction de trés fins cristaux dans le sirop
amorce la cristallisation du sucre, qui se propage spontanément. L’essorage permettra de

séparer d’une part le sucre cristallisé et la mélasse (Riess, 2012).

- A partir des plantes amylacées :

Le mais est la plante la plus utilisée pour la production d’éthanol aux Etats-Unis
d’Amérique. Cependant, cette plante, grande consommatrice en eau, est bien moins adaptée
aux étés généralement secs de I’Europe. Néanmoins d’autres plantes sont utilisables comme le
blé et I’orge (moins gourmande en eau en été), la pomme de terre ou encore le manioc ; ce
dernier est particulierement bien adapté au climat tropical. Les réserves d’amidon dans les
céréales s’effectuent dans leurs graines. Celles-ci étant pauvres en eau, elles peuvent étre
stockées et utilisées ultérieurement. Ce n’est pas le cas pour la pomme de terre ou le manioc

qui sont riches en eau et doivent donc étre transformés rapidement apreés récolte (Riess, 2012).

A Dinstar des jus de betterave, la composition des jus sucrés a partir d’amidon peut
varier selon les procédés utilisés, selon les variétés de plantes utilisées ou encore selon les
sols. Cependant dans ce cas, I’influence de la technique utilisée pour obtenir les jus sucrés est
encore plus importante. En effet, ’amidon contenu dans les plantes n’est ni fermentescible, ni
accessible directement, il doit donc étre transformé en glucose par un procédé consiste de
prétraitement enzymatique (Figurell). Il existe deux types de procédés, le premier est la voie

séche « drymilling » et le second est la voie humide « wet milling ». Le procédé
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« dry milling» permet 1’obtention d’un jus a la composition trés proche de celle du grain de
blé. Le procédé « wet milling » provoque des réactions secondaires dues a 1’action de 1’acide
utilisé durant 1’étape de trempage. La composition des jus sucres utilisant le « wet milling »
est donc tres variable (Riess, 2012).

Céréales

¥

Broyage

v

Sirop de vinasse Liguéfaction

evaporation Saccharification

¥

Dréches Vinasses clarifiées Jus sucrés

Centrifugation Fermentation

\ alcoo+1ique
Vinasses légéres *— Distillation

Rectification

Déshydratation

Ethanol

Figure 11 : Procédé de production du Bioéthanol a partir des plantes des céréales.
(Riess, 2012)

11-2-3 L’amidon :

L'amidon est un biopolymeres végétal de réserve composé d’unités glucose CgH120¢.
Il est répandu dans de nombreuses variétés botaniques; on le trouve stocké dans les
organes de réserve des vegétaux tels que les céreales (mais et blé) (30-70% de la matiere
séche), les tubercules (les pommes de terre) (60-90 %) et les Iégumineuses (pois)
(25 a 50 %) .A coté du secteur industriel alimentaire, I’amidon est également utilisé dans de
nombreux secteurs industriels non-alimentaires : comme la production papetiére, 1I’industrie
pharmaceutique, cosmétique et textile. 1l est devenu également ces dernieres années une
matiére premiére intéressante pour la production de matieres plastiques biobasées et

biodégradables ainsi que pour la production de bioéthanol (Wertz, 2011).
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- Structure:

Les granules d’amidon sont composés d’une proportion d’amylose et d’amylopectine
variable (Tableau3). Rapportent des teneurs en amylose variant entre 16,1 et 23,3 % apres
analyse de 35 varietés différentes de mais ont quant & eux observé des teneurs en amylose
variant entre 15,3 et 25,1 %. Les amidons de certaines variétés sont essentiellement composés

d’amylopectine, tandis que d’autres sont beaucoup plus riches en amylose (Malumba, 2010).

Amidon de pomme de terre. Amidon de pois.

Figure 12 : Polymorphisme des grains d’amidon (Multon, 1992).

L’amylose est un homopolymere linéaire de 600 & 6 000 unités D-glucosyl liées par
des liaisons D-glucopyranoses (1-4) et par de trés rares liaisons D-glycopyranoses (1-6)
(Figurel3). Il forme des complexes d’inclusion en présence d’acides gras, d’alcools, d’agents
tensioactifs et d’autres composés apolaires. La formation de ces complexes peut modifier
certaines propriétés techno-fonctionnelles de 1’amidon, dont notamment la résistance a
I’hydrolyse enzymatique, I’aptitude des granules au gonflement et a ’empesage (Malumba,
2010).

L’amylopectine est un homopolymeére extrémement ramifié, composé de dizaines de
milliers d’unités glucose (sous la forme D-glucopyranose) et comportant des zones de

ramification résultant de la formation de liaisons (1-6) (Figurel3).
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Chez les céréales, ’amylopectine comporte principalement deux types de chaines : les
premieres présentent un degré de polymérisation (DP) de 1’ordre de 45 unités de glucose et
forment le squelette sur lequel viennent se greffer des chaines plus courtes du second type,
ayant un DP compris entre 15 et 20 unités de glucose. L’amylopectine est le constituant
majeur de la phase cristalline du granule. Ji et al, 2004 associent la résistance thermique des
amidons extraits de certaines lignées de mais au pourcentage élevé de courtes chaines
d’amylopectine présent dans leurs parties cristallines. Cette résistance résulterait
principalement du grand nombre de ramifications dans la structure cristalline de ces amidons,
ce qui leur conférerait une plus grande résistance a la désarticulation pendant leur traitement

thermique (Huchette, 1967).
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Figure 13 : Structure de I’amylose et I’amylopectine.
(Huchette, 1967)
Tableau 3 : Variation des teneurs en amylose et amylopectine selon I’origine botanique.
(Multon, 1992)

AMYLOSE

Amidon % matiere seche | Amylose % | Amylopectine %
Pomme de terre 84 23 77
Manioc 15 20 80
Mais 75 25 75
Mais cirenx 73 0 100
Amylomais 75 77 23
Banane 90 17 83
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- Propriétés hydro-thermiques de I’amidon :

L’amidon est insoluble dans 1’eau a température ambiante. A cette température,
I’humidité relative de I’air influence la cristallinité, indiquant par 1a la perméabilité du grain
vis-a-vis de I’eau (phénoméne de sorption).

A une température supérieure a 60 °C, le phénoméne d’empesage intervient. Il s’agit
d’une perte de la cristallinité du grain et une dispersion de ces composants. La température a
laquelle débute la dispersion des amyloses dépend de I’origine botanique. Lorsque le
chauffage se prolonge, I’amylose amorphe se solubilise dans le milieu, Les petites molécules
d’amylose sont libérées plus facilement tandis que des températures pouvant atteindre 90 °C
sont nécessaires pour avoir une dispersion totale, y compris celle des amyloses participant a la
cristallisation de I’amylopectine. L’état final est appelé empois d’amidon. Il s’agit d’une
déstructuration irréversible du grain conduisant a une solution comprenant des granules
gonflés et des macromolécules solubilisées.

En revenant a la température ambiante, il y a gélification par rétrogradation de
I’amidon, I’amidon gélatinisé se réorganise pour atteindre un état énergétiquement plus stable,
au cours de ce phénomene, la solubilité¢ de I’empois diminue pour finalement donner un gel

blanc et opaque, mélange d’amylose et d’amylopectine (Tableau 4). (wertz, 2011).

Tableau 4 : Plage de gélatinisation de I'amidon en fonction de son origine
(Multon, 1992)

Origine de 'amidon | Plage de gélatimsation °C
Mais 60 -T2
Blé 60 =65
Tapioca 52 =64
Pomme de terre 58 -66

- Les réactions de transformation enzymatique de I’amidon :

L'amidon est utilisé depuis longtemps pour produire du glucose qui, par voie
fermentaire donnera de I'alcool en utilisant des enzymes connues sous le nom d’amylases. Les
amylases sont des enzymes qui hydrolysent les molécules d'amidon pour donner divers
produits, y compris des dextrines et progressivement de plus petits polyméres composés
d'unités de glucose. Ces enzyme sont d'une grande importance dans l'actuelle de la
biotechnologie avec des applications allant de la nourriture, la fermentation, le textile a

I'industrie du papier.
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Bien que les amylases puissent dériver de plusieurs sources (les plantes, les animaux et
les micro-organismes), les enzymes microbiennes répondent généralement plus aux exigences
industrielles.

Aujourd'hui, un grand nombre d'amylases microbiennes sont disponibles et elles ont
presque complétement remplacé I'hydrolyse chimique de I'amidon dans les industries de
transformation de I'amidon (Sani, 2014).

L’a-amylase : Elle est présente dans les plantes et dans les animaux. La salive
humaine et le pancréas sont riches en cette enzyme. L’alpha -amylase est une endoamylase
qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4), de I’amylose, de I’amylopectine, de
I’amidon et du glycogene a I’exclusion des liaisons terminales de ces chaines. Elle
provoque la libération du glucose et d’oligosides de 2 a 7 unités (maltose, maltotriose et
surtout d’a—dextrines). Les propriétés des 1’alpha amylases sont trés variables et dépendent

de l'origine de I'enzyme (Tableau 5) (Sani, 2014).

Tableau 5 : Propriétés de quelques alpha amylases (Villette ,1991)

(rigine Masse molaire KDa | pH optimum | Température optimale °C
Animale
Pancréas de porc 50 6.9 37-40
salive 50 6.9 37-40
Végétale
Orge malté 60 47-54 S50 =55
Microbienne
A niger 58 4-5 50
A, orvzae 325 55-69 40
B. subtilis 47 53-64 50
B. acidocaldarius 68 335 75
B. amyloliguefasciens 49 3.9 65
B. licheniformis 22-23 59-9 76

La g-amylase qui agit a partir de ’extrémité non-réductrice de la chaine, coupe
I’amidon en unités maltose (un disaccharide) (Sani, 2014).

La y-amylase (ou amyloglucosidase ou encore glucoamylase) : se sont des exo-enymes
qui coupent la chaine a la derniére liaison glucosidique a (a (1,4) et a (1,6)) a ’extrémité non-
réductrice, et conduit au monosaccharide glucose. La y-amylase scinde aussi les liaisons a
(1,6) ,( wertz, 2011 ) c’est est une enzyme essentiellement produite par des moisissures du
genre Aspergilus sp., Penicillium sp. et Rhizopus sp. . Le rendement de I'hydrolyse dépend de

la nature des liaisons adjacentes, de la taille et de la structure du substrat a hydrolyser.
(24]
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Les longues chaines d'alpha glucanes sont plus rapidement hydrolysees que les maltodextrines
et les oligosaccharides. Certaines amyloglucosidases de Aspergillus oryzae sont susceptibles
de réagir avec des grains crus d'amidon. Lorsque la concentration en glucose augmente dans
le milieu réactionnel, les amyloglucosidases sont susceptibles de moduler des réactions de

transglucosidation (Sauer et al, 2000).
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Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du hall technologique de I'université Yahia Fares de
Médéa. Il faut donc signaler que les conditions opératoires, les méthodes d’analyse, ainsi que
le protocole géneéral de cette étude ont été adaptés aux moyens disponibles.

L’objectif de ce procédé est de tester la capacité de Saccharomyces cerevisiae de
convertir I’amidon en éthanol et d’augmenter le rendement de production par I’utilisation de
deux types d’amylase, a-amylase pour optimiser la liquéfaction et la Glucoamylase pour

optimiser la saccharification.

I- Matériel :

I-1 Verreries :
= Pipettes + poire
= Fioles jaugées
= Béchers
= Erlens mayer
= Cristallisoirs
= Eprouvette
» Tubes a essaies
= Capsules, verre de montre
= Micropipettes

= Spatules.

I-2 Réactifs, produits et solutions :
» Solutions d’amidon de concentrations différentes.
= Acide chlorhydrique HCI pur (12N) et Solution d’HCI (0.1N)
= lode (I).
= lodure de Potassium (KI).
» Solution d’lodine mére (de stockage) (0.1N).
= Solution d’lodine (0.01N)
= Sulfate de Magnésium 7 hydraté (MgSO,47H,0)
* Chlorure d’ammonium (NH4CI)
= Phosphate mono potassique (KH,POy)
= Extrait de levure.

= Reéactif de Biomaghreb pour le dosage de Glucose.
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= Dichromate de Potassium K,Cr,07 % (0.1 N)
= Solution d’acide sulfurique H,SO4 (25%)

= Acide citrique C¢H;Og

= Phosphate de sodium di-sodique (Na;HPO,)

= Solutions Tampons

La préparation de ces solutions est indiquée dans 1I’Annexe 1.

I-3 Equipements :
= Agitateur magnétique, barreau « Heidolph MR Hei-standard »Balance « Sartorius »
= Spectrophotométre (UV-Visible) « UV mini 1240-SHIMADZU »

» [nfrarouge «Ftir-8400- SHIMADZU »

= Dispositif de filtration « Sartorius Goehingen »

* PH metre « Hanna »

= Bain-marrie « Memmert »

= Autoclave « Memmert »

= Capteur Ethanol « Jeulin »

= Centrifugeuse « EBA 20 »

= Dispositif de distillation « Jeulin ».
» Thermométre

= Bec benzene

I-4 Matériel biologique :
= Biocatalyseurs (Enzymes) :
v o amylase BAN 480L en solution aimablement fournie par le complexe SAIDAL de
Médéa : Code 09330028 L, Titre : 3.7 & 4.1 *10° unités CEIP /100 ml, Densité : 1.2
g/ml. Nous avons recu séparément deux flacons. Le contenu de ces derniers a été
mélangé aprés un test de 1’activité enzymatique des enzymes correspondantes aux
deux flacons (Annexe 2).
v Glucoamylase en poudre: Température optimale 50°C, pH optimum 4.
= Micro-organisme: La levure boulangére commercialisée: Saccharomyces cerevisiae

produite par S.I. Lesaffre, 59703 Marg-France.
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I1- Méthodes :
I1-1 Caractérisation de ’a-amylase :

L’objectif de cette partic est de tester les effets des principaux parametres (Température,
pH, concentration du substrat, concentration de 1’enzyme) sur I’activité¢ de I’alpha amylase
fournie par SAIDAL. Il faut signaler le titre ainsi que les conditions optimales de la catalyse
réalisée par cette enzyme sont indiqués par le fournisseur ; cependant pour un souci lié aux
conditions de conservation de cette enzyme et a sa datte de validité, nous avons préféré de

faire notre caractérisation avant d’entamer la fermentation.

11-1-1 Effet de pH :

1. Préparer 250ml d’une solution d’amidon (20g/L).

2. Préparer des solutions tampons de pH dans un intervalle de 3, 4, 6, 7 et 8.

3. Pour chaque pH a tester, mélanger 50ml de la solution d’amidon a 20g/L avec 50ml de
chaque solution tampon afin d’obtenir une solution d’amidon tamponnée a 10g/L.

4. Ajouter 0.5ml de I’enzyme diluée au (1/1000) a partir de la solution concentreée.

5. Laisser I’hydrolyse s’effectuer a température ambiante sous une agitation pendant 15min.

6. Prendre un volume de 0.5ml de milieu réactionnel, mettre dans 4.5ml d’une solution de
HCI (0.1N) pour arréter la réaction.

7. En suivant la méthode de dosage choisie ” lodométrie, Annexe 3" , ajouter a 1ml du
mélange final 2.4ml d’iodine (0.01N), mélanger et mettre a 1’obscurité pendant 15min pour
le développement de la couleur. Mesurer 1’absorbance a 620nm.

8. Déduire la concentration finale en amidon.

11-1-2 Effet de la température :

Pour réaliser ce test, on doit fixer le pH et la concentration d’amidon et varier la
tempeérature du milieu a 1’aide d’un bain-marie en allant de la température ambiante a une
température de 86,5°C (25°C, 50C°, 60C°, 70C° 80C°, 86.5C°) :

1. Mélanger 300ml d’une solution d’amidon (20g/L) avec 300ml d’une solution tampon pH 6.

2. Diviser le volume total sur 6 flacons.

3. Chauffer le bain-marie a une température donnée.

4. Verser 0.5ml de la solution enzymatique diluée au (1/1000) quant la température voulue est
obtenue.

5. Laisser I’hydrolyse s’effectuer sous une agitation pendant 15min.
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6. Arréter la réaction par Ajout de 4.5ml de HCI (0.1N) a un prélévement de 0.5ml du milieu
réactionnel

7. En suivant la méthode de dosage choisie "lodométrie, Annexe 3" , ajouter & 1ml du
mélange final 2.4ml d’iodine (0.01N), mélanger et mettre a 1’obscurité pendant 15min pour
le développement de la couleur. Mesurer I’absorbance a 620nm.

8. Déduire la concentration finale en amidon.

11-1-3 Effet de la concentration en substrat :

Pour réaliser ce test, il suffit de fixer le pH et la température du milieu réactionnel (aux
valeurs optimales) et varier la concentration du substrat (amidon) :

1. Préparer des solutions tamponnées d’amidon de concentrations allant de 5g/L a 30g/L
avec un pas de 5¢/L. Pour obtenir une concentration donnée, il faut mélanger 50ml de la
solution tampon (pH 6) avec 50ml de la solution d’amidon d’une concentration double.

2. Commencer I’hydrolyse par ajout de 0.5ml de la solution enzymatique (diluée au 1/1000)
dans un bain-marie a température fixe pendant 2h. Pendant cette durée, réaliser des
prélévements de 0.5ml du milieu réactionnel a des intervalles de temps fixes.

3. Pour chaque prélevement arréter la réaction avec 4.5ml de HCI (0.1N) puis doser 1ml de
mélange final avec 2.4ml d’iodine (0.01N). Mesurer 1’absorbance a 620nm aprés une
incubation a I’abri de la lumiére pendant 15min (Annexe 3).

4. Déduire les concentrations en amidon correspondantes aux prélevements.
Ce parametre a été testé a deux températures : a 55°C et a 65°C.

11-1-4 Effet du volume de I’enzyme:

Dans ce cas, il suffit de fixer le pH, la température et la concentration du substrat et de
varier le volume de 1”’enzyme diluée au 1000 dans un intervalle de 0.25 a 2ml par 100ml de
milieu réactionnel :

1. Mélanger 250ml d’une solution d’amidon (60g/L) avec 250ml de solution tampon pH6

afin d’obtenir une concentration finale de 30g/L.

2. Diviser le volume total sur 5 flacons (100ml /flacon).

3. Commencer I’hydrolyse par ajout des volumes choisis d’enzyme. L’ hydrolyse s’effectue
dans un bain-marie & température fixe (55°C) pendant 2h en réalisant des prélévements de

0.5ml du milieu réactionnel a différents intervalles de temps.

[29]



Matériel et Méthodes

4. Pour chaque prélévement, arréter la réaction avec 4.5ml de HCI (0.1N) puis doser 1ml du
mélange final avec 2.4ml d’iodine (0.01N). Mesurer 1’absorbance a 620nm aprés une
incubation a I’abri de la lumiére pendant 15min (Annexe 3).

5. Déduire les concentrations en amidon correspondantes aux prélevements.

11-2 Production du bioéthanol avec de I’amidon soluble:

La production de bioéthanol a été réalisée par les trois protocoles suivants :

La production de bioéthanol

A C
Liquéfaction La liquéfaction Liquéfaction
(o-amylase) (a-amylase) (a-amylase)

J J

Autoclavage Autoclavage

! J

Saccharification

J

Autoclavage

J

Fermentation

Saccharification

(glucoamylase) (glucoamylase)

avec Fermentation

Autoclavage

La liquéfaction (hydrolyse d’amidon) pour les trois protocoles ﬂ
a été faite dans les conditions suivantes : le volume réactionnel Ajout de la glucoamylase

est de 250ml, pH=6, T=55°C , [amidon]=30g/l, 2% (v/v) d’a- Fermentation avec

amylase diluée au 1/1000, temps d’hydrolyse 2h (détermination Saccharification

dU Cf en amidon)-

Les protocoles A, B et C sont représentés dans I’ordre Optimisation de la

chronologique selon un schéma général d’optimisation d’un saccharification

procédé de fermentation. Chaque protocole présentant un (Choix lde la quantité

d’enzyme)

l

Stérilisation par filtration

l

Fermentation

inconvénient améne vers le 2°™ qui améliore le précédent,
jusqu’au troisiéme protocole qui opte pour une meilleure

amélioration.

(30]

(Avec Saccharification)




Matériel et Méthodes

Protocole de production A :

1- Apres liquéfaction, ajouter pour 250ml d’amidon hydrolysé 0.12g MgS0O,4.7H,0 ; 0.67g
NH4CI; 0.125g KH,PO4; 0.25g d’extrait de levure. Ces quantités ont été calculées selon les
résultats d’optimisation de la production d’éthanol a partir du glucose trouvés par Salhi et
Bouchehir, 2015.

2- Autoclavage du milieu de culture a 120°C pendant 20min.

3- Apres refroidissement et devant le bec, verser 1g de levure (4g/L) et mettre sous agitation
moderée pendant 48h a température ambiante.

4- Mesurer la concentration de 1’éthanol a I’aide d’un capteur éthanol.

Protocole de production B:

1- Ajouter (0.12g MgS0,4.7H,0, 0.67g NH4ClI ,0.125g KH,PO,4 0.25g de I’extrait de levure) a
250ml d’une solution d’amidon hydrolysée par liquéfaction.

2- Ajuster le pH a 5 et autoclaver le milieu.

3- Apreés refroidissement et devant le bec verser 10mg de la Glucoamylase (soit une
concentration de 40mg/L) et 1g de levure et mettre sous agitation modérée pendant 48h a
température ambiante.

4- Mesurer le pH et la concentration d’éthanol.

Protocole de production C:

1- Réaliser une liquéfaction puis autoclavage la solution d’amidon hydrolysée a
120°C pendant 20min. cette opération d’autoclavage est facultative, elle peut étre éliminée
si I’opération de saccharification est exercée directement apres liquéfaction.

2- Apres refroidissement, déterminer la concentration du glucose puis ajuster le pH a 4.

3- Lancer la Saccharification avec 10mg de la Glucoamylase pendant 6h a 50°C. Reéaliser un
dosage du glucose chaque 45min.

5- Ajouter les éléments complémentaires suivants :(0.12g MgS0O,.7H,0, 0.67g NH,CI ,0.125g
KH,PO,4, 0.25g de I’extrait de levure). Ajuster le pH a 5 puis autoclavage le milieu de
culture a 120°C pendant 20min.

7- Apres refroidissement et devant le bec verser 1g de levure et 10mg de glucoamylase puis
mettre sous agitation modérée a température ambiante.

8- Mesurer le pH et la concentration de I’éthanol chaque 24h.
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Afin d’améliorer ce schéma, nous avons optimisé la phase de saccharification en variant
la quantité de glucoamylase par 250ml d’amidon hydrolysé par liquéfaction. Les quantités
testées sont: 10mg, 20mg, 40mg, 80mg et 160mg soient des concentrations de 40mg/L,
80mg/L, 160mg/L, 320mg/L, 640mg/L. La saccharification est realisé a pHi=4, T°=50°C.

Les solutions hydrolysées par concentrations choisies en glucoamylase ont été
additionnées les éléments complémentaires (MgSQO,4.7H,0, NH,CI, KH,PO,) ajustées a pH5
et stérilisées par microfiltration (0,22um) afin de sauvegarder 1’activité de la glucoamylase.

Apres filtration, lancer la fermentation par ajout de la levure.

11-3 Applications 1 : Production du bioéthanol avec de I’amidon peu soluble:
Le procédé optimisé lors de la partie précédente a été appliqué sur la production du
bioéthanol en utilisant un substrat peu soluble. Le protocole de la production est résumeé

comme suit :

Amidon peu soluble

J

3cycles de Liquéfaction (a-amylase)

J

Saccharification dans les conditions
optimales

(glucoamylase)

J

Stérilisation par filtration

J

Fermentation

1- Faire bouillir une solution de 1.5L d’amidon durement soluble & 30g/L tamponné a pH6
jusqu’a la gélatinisation. Réajuster le volume avec un tampon froid pH6.

2- Realiser une premiere liquéfaction en ajoutant 2% (v/v) d’a-amylase diluée au 1/1000 dans
les conditions optimisées. Suite a la lenteur de 1’hydrolyse, nous avons prolongé le temps

de contact de 2h a (4-5h).
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3- La solution n’étant pas clarifiée, nous avons réalisé une dispersion par un autoclavage a
130°C pendant 1h suivie d’un 2°™ cycle de liquéfaction.

4- Le résultat n’étant pas encore satisfaisant, nous avons refait la dispersion et un 3°™ cycle
de liquéfaction. Suite a ce dernier cycle, la solution d’amidon est devenue claire avec un
aspect caramélisé.

5- Déterminer [glucose] de la solution d’amidon hydrolysée (1.5L).

6- Ajuster le pH a 4, ajouter de la Glucoamylase et laisser la Saccharification dans les
conditions optimisées pendant 6h a 50°C. Déterminer la concentration du glucose libéré.

7- Ajouter les éléments complémentaires (MgSO,.7H,0, NH4CI, KH,PO,) puis ajuster le pH

ab.

8- Filtrer le tout sur une membrane de microfiltration puis lancer la fermentation avec 1’ajout
de la levure (1g/250ml soit 4g/L), agiter a température ambiante.

9- Réaliser a des temps précis des prélevements de 3ml. Centrifuger et mesurer le pH, la

concentration d’éthanol, la concentration du glucose et la quantité de biomasse seche.

Enfin, un essai de fermentation sans stérilisation par filtration a été réalisé afin de voir

I’utilité réelle de I’étape de stérilisation.

11-4 Application 2 : Production du bioéthanol avec de I’amidon non soluble:

11-4-1 Production a partir de I’eau de Riz:

1- Faire bouillir 60g de Riz dans un 1L d’eau distillée jusqu’a un volume de 125ml. Filtrer
pour obtenir 1’eau de riz.

2- Ajuster ce liquide & 250ml avec 125ml d’une solution tampon pH 6.

3- Faire sécher le riz a 100°C. Peser la masse finale. Calculer la masse passée en solution.

4- Ajuster le volume de cette solution avec un mélange (eau/tampon pH6 v/v) de telle sorte a
avoir une solution de 30g/L.

5- Réaliser 3cycles d’hydrolyse d’un volume de 250ml de cette solution avec 2% (v/v) d’a
amylase diluée au (1/1000). Une dispersion est réalisée par autoclavage a 130°C pendant
1h apres chaque cycle d’hydrolyse.

6- Déterminer la concentration du glucose de la solution de Riz hydrolysée.

7- Ajuster le pH a 4, ajouter la Glucoamylase a concentration optimale et laisser la
Saccharification pendant 6h a 50°C.

8- Ajouter les éléments complementaires (MgSO,4.7H,O, NH4CI, KH,PO, extrait de levure),

ajuster le pH a 5.
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9- Lancer la fermentation a température ambiante et mesurer le taux d’éthanol a des temps

précis.

11-4-2 Production a partir de la farine de mais:

1- Mélanger 250ml d’une solution de Farine de mais (60g/L) avec 250ml de solution tampon
pH6 afin d’obtenir une concentration finale de 30g/L.

2- Réaliser 3cycles d’hydrolyse d’un volume de 250ml de cette solution avec 2% (v/v) d’a
amylase diluée au (1/1000). Une dispersion est réalisée par autoclavage a 130°C pendant
1h apres chaque cycle d’hydrolyse.

3- Déterminer la concentration du glucose de la solution de Farine de mais hydrolyseée.

4- Ajuster le pH a 4, ajouter la Glucoamylase a concentration optimale et laisser la
Saccharification pendant 6h a 50°C.

5- Ajouter les éléments complémentaires (MgSQO,4.7H,0, NH,CI, KH,PO, extrait de levure),

ajuster le pH a 5.

6- Lancer la fermentation a température ambiante et mesurer le taux d’éthanol a des temps

precis.

11-5 Séparation de I’éthanol par distillation:

La distillation est un procédé de séparation de mélange de substances liquides dont les
tempeératures d’ébullition sont différentes. Elle permet de séparer les constituants d’un
mélange homogene sous 1’effet de la chaleur ou d’une faible pression. La vapeur obtenue est
liquéfiée pour donner le distillat (Figure 23).

Notre but été d’obtenir un distillat le plus concentré que possible et puisque la
température d’ébullition de 1’eau est de 100 °C et d’éthanol est 78°C, nous avons chauffé le

milieu entre 78°C et 83°C a fin d’éviter le passage d’eau.

11-6 Analyse de I’éthanol récupéré:
L’identification de 1’éthanol a été réalisée par deux principales méthodes :
» Le test au dichromate de potassium : En milieu acide, 1’éthanol (CH3-CH,OH) est oxydé
en acide acétique (CH3-COOH) par les ions dichromates (Cr,O; ). Ces derniers subissent
une réduction en ions Cr®* responsables de la coloration vert foncé de la solution, selon la
réaction d'oxydoréduction suivante :
Cr0; % +14H" +6e — 2Cr** + 7TH,0 (x2)
CH3-CH,0H + H,O — CH3-COOH + 4H" + 4e” (x3)
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2Cr2077+3CH3-CH,;OH+16H" --> 4Cr¥*+3CH3-COOH+11H,0.

Dans un bécher, mélanger 10 ml de distillat dilué + 20 ml de solution de dichromate
(0,1 M) + 20 ml d'acide sulfurique a 25 %. Observer le changement de la couleur.
» Spectrophotométrie infrarouge : dans le but de confirmer la structure de 1’éthanol distillé
nous avons realisé une analyse par spectroscopie infrarouge avec une comparaison avec un
spectre d’une molécule pure. Pour cela, notre distillat a ét¢ déposé dans une cuve de quartz
placée dans le trajet optique d’une radiation infrarouge. Le spectre est enregistré en
transmittance.

Le titre de I’éthanol dans le distillat a été réalisé soit directement par le capteur éthanol

ou par réfractométrie ou densitométrie en utilisant les courbes d’étalonnage en Annexe 3.

ther mometne

réfini g rant

colonne Wigreuwx

bad lon
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Figure 14 : Montage de distillation utilisé.
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Résultats et Discussions

I Caractérisation de I’a-amylase :
I-1 Effet du pH :
L’étude de I’influence du pH sur I’activité enzymatique de 1’a-amylase nous donne les

résultats représentes sur la (Figurelb).

450 +
AE(mg/L/min) 400 - —&— AE(mg/L/min)
350 A
300 -
250 -+
200 -+
150 -
100 -
50 -

pH
V=100ml; C;=108/L; Ve, mes diluée (1/1000=0,5Ml; T°=20-25°C, ®= 250rpm

Figure 15 : Effet du pH sur I’activité de I’alpha amylase.

La courbe de I’activité amylasique en fonction du pH a une forme d’une cloche, qui fait
apparaitre un pH optimal égal a 6 correspondant a une activité maximale : dans un intervalle
de pH allant de 3 a 6, I’activité progresse proportionnellement a la variation du pH, au-dela de
cette valeur, 1’activité commence a diminuer et devient presque nulle pH=8.

Aux voisinages du pH optimal, I’abaissement de 1’activité catalytique de notre enzyme
est du aux changements engendrés au niveau des groupements des acides aminés du site actif
qui se répercute sur I’interaction enzyme-substrat et déstabilise le complexe binaire E-S lors
de la réaction enzymatique. Les pertes en activité aux pH acide et basique extrémes sont dues
a Deffet du pH sur I’ionisation des acides aminés de structure de I'enzyme. Ceci entraine un
changement dans les liens ioniques et les ponts hydrogene de la structure tridimensionnelle de
I'enzyme. La structure tertiaire de I’enzyme subit une modification qui abaisse son pouvoir
catalytique jusqu’a suppression totale lorsque le dommage engendré par le pH sur le structure
enzymatique est important : on parle d’une dénaturation.

Nos résultats sont en parfaite concordance avec les donnee de fiche technique du
fournisseur de la BAN480L (novozymes, site 5) et avec la littérature : selon Afifi et al, 2008,
le pH optimal des amylases bactérienne et fongique est situé entre 5 et 6. El-Safey, 1994 a

déduit que le pH optimal est 5.8 pour MM-alpha amylase et 6.4 pour RH-alpha amylase.
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Par ailleurs, I’activité amylasique est maximale a un pH=6 chez Bacillus subtilis
(Yandri A.S, 2010; Hayashida S, 1988), chez Burnatia enneandra et Cadaba farinosa
(Klang et Talamond, 2014) et chez Leuconostoc spp (Lind-Green et Refia, 1984).
Cependant, Lactobacillus cellobiosus produit un alpha amylase ayant un pH optimal situé
dans une gamme de 6.3 a 7.9 (Send et Chakraborty, 1986).

I-2 Effet de la température :
Il faut rappeler que ce parametre a été testé en fixant le pH a son optimum (pH=6). Les

résultats obtenus sont représentés sur la (Figure 16).

AE(mg/L/min) 600 - o«®-c AE (mg/L/min)

500 -
400 -
300 -

200 ~

100 -

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Température (°C)

V=100ml; C,=10g/L; Venzymes diluée (1/1000=0,5Ml; pH= 6; w=250rpm

Figure 16: Effet de la température sur I’activité enzymatique de I’alpha amylase.

L’influence de la température sur 1’activité amylasique a été testée dans une gamme de
température allant de 22.1°C a 86.5°C. Les résultats montrent une activité maximale entre 50
et 65°C. L'augmentation de température ameéne les molécules réactives a avoir de plus en plus
d'énergie cinétique et donc d'augmenter la fréquence de collision. Une température trop élevée
pourrait dénaturer de facon irréversible cette structure.

Selon la littérature, 1’alpha amylase est réputée pour sa grande thermo stabilité. Abd el
Rahman, 1990 ; Lin et al, 1998 ont conclus que la température optimale de I’alpha amylase
Aspergillus Falvus Var.Columnaris est située entre 30 et 85°C. Les amylases issues de
Cadaba farinosaon ont une thermo stabilité plus importante a 65°C (Klang Et Talamond ,
2014). De plus nos résultats sont en parfaite conformité avec les donnée de fiche technique du
fournisseur de la BAN480L (Novozymes, site 5).
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I-3 Effet de la concentration du substrat:

Afin de trancher sur la température optimale de notre enzyme, nous avons préféré étudier
ce paramétre & pH=6 et aux voisinages de 60°C : a 55°C et a 65°C. Les résultats obtenus sont
représentés sur les (figures 17, 18 et 19) pour la cinétique a 65°C et sur les (figures 20, 21 et

22) pour la cinétique 55°C.

e Cineétique a 65°C :

30 @5g/L
Amidon L
[ 1(g/L) . = 10g/L
A 15g/L
20
X 20g/L
15 025g/L
10
5
0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Temps (min)
V=100ml; Ve,ymes diluée (1/1000=0,5Ml; pH= 6; T°=65°C; w= 250rpm

Figure 17 : Effet de la concentration du substrat sur I’activité de 1’alpha amylase & 65°C.
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Figure 18 : Courbe de Michaelis Menten a 65°C : Evolution la vitesse initiale (Vi) en

fonction de la concentration initiale en amidon.
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Figure 19:

Représentation graphique de Lineweaver-Burk a 65°C.

e Cineétiqgue a55°C:

35
[Amidon] (g/L)

30

25

20

15

10

—="5g/L

=&—10g/L
—k—15g/L
=¥=20g/L
=©=25g/L
e 308 /L

20 40 60 80 100 120
Temps (min)

V=100ml; Vi, mes diluce (1/1000=0,5Ml; pH= 6; T°=55°C; w= 250rpm

Figure 20 : Effet de la concentration du substrat sur I’activité de 1’alpha amylase a 55°C.
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Vi (g/L/min)

O T T T 1
0 10 20 30 40

Concentration initiale en amidon (g/L)

Figure 21 : Courbe de Michaelis Menten a 55°C : Evolution la vitesse initiale (Vi) en

fonction de la concentration initiale en amidon.
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Figure 22 : Représentation graphique de Lineweaver-Burk a 55°C.
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Les courbes cinétiques obtenues aux deux températures (Figures 17 et 20) présentent 2
phases, la premiere étape est linéaire qui correspond a la réaction rapide due a I'action
catalytique de I'enzyme : nous avons formation du complexe enzyme-substrat E-S qui se
termine par un relachement du produit et régénération de I’enzyme. Au cours de cette phase,
un déclin rapide de la concentration de I’amidon est enregistré. La seconde correspond a la
réaction lente due a la baisse de la concentration de I’amidon dans le milieu, ce qui donne un
plateau.

La représentation des vitesses initiales (obtenue a partir des pentes des tangentes tracees
au niveau des phases linéaires) en fonction des concentrations initiales en amidon nous donne
des courbes hyperboliques, appelée courbes de saturation de I’enzyme par le substrat, ou ce
modéle représente la cinétique de Michaelis-Menten (Figures 18 et 21):

Vmax .[S]
Km+(S]

A partir des courbes de saturation, nous pouvons déterminer les constantes Km et Vmax de
I’équation de Michaelis- Menten. Vmax correspond a la vitesse maximale pour une
concentration infinie de substrat. Cette concentration infinie ne pouvant étre qu'approchée et
non atteinte et elle permet d’évaluer la quantité de substrat nécessaire pour quantifier la
vitesse de la réaction enzymatique expérimentalement. Km (constante de Michaelis) est
inversement proportionnelle a I’affinité (Km™) de I’enzyme pour son substrat. L’affinité de 1’enzyme
pour son substrat diminue avec la constante de Michaelis. Cette derniere peut étre définie comme
la concentration en substrat par extrapolation de la moitié de la vitesse maximale sur I’axe des
abscisses de la courbe de Michaelis Menten. Les vitesses maximales obtenues
expérimentalement et tirées a partir des courbes de saturation (Figures 18et 21) sont
approximativement 0,34g/L/min a 65°C avec un Km de 8,75¢/L et 1,33g/L/min a 55°C avec
un Km de 7,5¢/L. La vitesse maximale enregistrée a 55°C est presque 4 fois plus importante
de celle enregistrée a 65°C. L’affinité de I’enzyme pour son substrat est donc plus grande a
55°C (0,13 L/g) qu’a 65°C (0,11 L/g). Pour notre travail, nous étions dans 1’obligation de
tester au maximum une concentration de 30g/l car a partir de cette concertation la solubilité

d’amidon est difficile.
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Les courbes de saturation étant non lineaires, il peut étre difficile d'évaluer précisément
les valeurs de Km et Vmax. Pour cela, on utilise la représentation de Lineweaver —Burk selon
L’équation:

Km 1 1

1
vV Vmax '[S] Vmax

Les représentations graphiques de Lineweaver —Burk %z f(é) (Figures 19 et 22)

, . . ., . . . \ 1,
permettent d'obtenir des droites linéaires. Les interceptions axiales correspondent a !

. ’ 1 . . s . . ]
I'ordonnée et — o a I'abscisse. D’aprés les équations, nous avons :

03 65 °C : Viax =0.625 g/L/min avec un K= 23.312 g/L, I’affinité (1/Km)=0,0428 L/g.
¢4 55°C : Vmax =1.811 g/L/min K= 10.99 g/L, I’affinité (1/Km)=0,09 L/g.

En appliquant le modéle de Lineweaver —Burk, la vitesse maximale a 55°C est presque 3 fois
plus importante que celle enregistréee a 65°C. L’affinité de I’enzyme pour son substrat est
donc plus grande a 55°C (0,09 L/g) qu’a 65°C (0,04 L/g). Il apparait que ce modéle est plus
approprié a décrire la cinétique de notre enzyme a 55°C car les parameétres cinétiques (Vmax et
Km) tirés a partir de ce modele sont proches de ceux enregistrés expérimentalement. A 65°C,
le modéle est beaucoup moins représentatif, car nous avons un grand écart entre les
paramétres cinetiques (Vmax €t Km) tirés a partir de ce modele et ceux enregistrés

expérimentalement.

Bilan :

¢ Selon le modéle de Lineweaver -Burk Vmax=1,8 g/L/min (Vmax reente = 1,33g/L/min).

e Dans un volume réactionnelle de 100ml, nous avons donc 0,18g/100ml/min
(0,133g/100ml/min),

e Nous avons une quantité d’enzyme diluée au 1/1000 est de 0,5ml/100ml de volume
réactionnelle, donc : 0,189/0,5ml d’enzyme /min (0,133g/0,5ml d’enzyme/min),

e [’activité enzymatique par ml d’enzyme diluée au 1/1000 est de 0,36g/min/ml (0,266
g/min/ml),

e [’activité enzymatique par ml d’enzyme pure est de 360 g/min/ml (266 g/min/ml).

e En convertissant I’activité en g/min/ml en unité CEIP (mg/s/ml), nous avons 6000 CEIP/mlI
(4433,33CEIP/ml).
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Sur I’étiquette des caractéristique de 1’enzyme offerte par SAIDAL, le fournisseur
annonce une activité de 3.7 a 4.1 *10° unités CEIP /100 ml ce qui correspond & 37000 &
41000 CEIP/ml. En considérant que cette activité a été mesurée dans les mémes conditions,
nous pouvons dire que le stock d’alpha-amylase a perdu 6 a 7 fois son activité. Ceci pourrait

étre du soit & une mauvaise conservation de 1’enzyme ou a une contamination.

I-4 Effet du volume d’enzyme (quantité de I’enzyme) :

30
[Amidon] (g/L) B 0,5ml
25

20
15

10

0 20 40 60 80 100 120
Temps (min)

V=100ml; C,=30g/L; T°=55°C, pH=6; w= 250rpm

Figure 23 : représente I’effet du volume d’enzyme sur I’hydrolyse d’amidon.

On constate que pour les volumes d’enzyme de 1ml, 1,5ml et 2ml, la vitesse de la
réaction est rapide jusqu’a I’atteint d’une concentration nulle en substrat en une heure. Pour
les faibles volumes d’enzymes la vitesse est lente a cause de 1’exceés du substrat. Pour plus de
précaution, nous avons opté pour un volume d’enzyme diluée au 1/1000 de 2ml par 100ml de
milieu réactionnel, ce qui correspond a une quantité en enzyme de 12U. CEIP soit une

concentration de 0,12U.CEIP/ml de volume réactionnel.

I1 Production du bioéthanol avec de I’amidon soluble:

11-1 Protocole de production A:
Afin de tester la capacité de saccharification de notre levure nous avons lancé une
fermentation directement apres liquéfaction par I’a-amylase. Les résultats trouvés sont

représentés sur le (Tableau 6).
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Tableau 6 : Résultats du Protocole de production A

Etat initial

Etat final

Liquéfaction (2H)

Co d’amidon= 3009/

Ct d’amidon=2.220/L

Fermentation (48H)

Co Ethanoi= 09/L

Ctethano=2 a 2.19/L.

En suivant cette méthode, nous avons obtenu un taux d’éthanol trop faible quasi nulle

par rapport anos espérances malgré que nous avons fournit une concentration d’amidon

optimal avec une hydrolyse presque total.

Il est donc clair que notre levure n’est pas productrice de glucoamylase, car I’amidon

hydrolysé en dextrines n’est pas fermentescible.

11-2 Protocole de production B:

La liquéfaction a été réalisée avec succes puisque la concentration d’amidon apres

hydrolyse est de 0.37g/L (soit une hydrolyse totale).

La phase de fermentation a température ambiante a été couplée a une saccharification

par de la glucoamylase a 10mg/250ml (soit une concentration de 40mg/L). Les résultats

obtenus sont représentés sur la (Figure 24).
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Figure 24: Taux d’éthanol et de pH enregistrés au cours du protocole B.
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Un faible taux d’éthanol a été enregistré a 48H mais il reste 2,5 fois plus important que
celui enregistré par le protocole A. la production se poursuit tout au long de 5 jours de
fermentation alcoolique avec un tau final de 12g/L. En paralléle, nous avons une acidification
du milieu qui atteint une valeur de 3.

Une hydrolyse totale de I’amidon avec une saccharification par de la Glucoamylase
nous améliore la production de I’éthanol. La diminution du pH durant la fermentation de 5 a
3 nous montre que la fermentation alcoolique n’est pas le métabolisme prédominant, une
respiration aérobie est exercée en paralléle donnant des sous produits acides (de la glycolyse
et du cycle de krebs) qui abaissent le pH.

Afin de performer encore notre procédé, nous avons pensé a commencer la
saccharification avant la fermentation afin d’obtenir un taux de glucose important a partir de
I’amidon hydrolysé par I’a-amylase. Ce taux (>1g/L) inhibe la respiration aérobie par effet

crabtree ce qui peut avoir un bon retentissement sur le niveau de production de 1’éthanol.
11-3 Protocole de production C:
Les résultats trouvés pour les deux phases de liquéfaction (2h a 55°C, pH®6) et de

saccharification (6h a 50°C, pH4) sont représentés sur le (Tableau 7).

Tableau 7: Résultats du Protocole C : liquéfaction et saccharification.

Etat initial Etat final
Liquéfaction (2H) Co ¢’amidon= 300/L Ctd’amidon=0,79¢/L
Saccharification (6H) Co Glucose= 0g/L Crt Glucose= 13,13¢g/L.

Une phase de liquéfaction performante suivie d’une phase de saccharification de 6h,
dans les conditions optimales (pH4, T°=50°C) permettent d’obtenir un taux en glucose
satisfaisant de 13g/L (soit une hydrolyse de 40%).

Il faut signaler que la saccharification se poursuit a une température ambiante en
paralléle que la fermentation, car la méme quantité de la glucoamylase a été rajoutée apres
autoclavage. Ce ci nous assure plus de performance de la phase de fermentation. Les résultats

sont représentes sur la (Figure 25).
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Figure 25 : Taux d’éthanol et de pH durant la phase de fermentation du protocole C.

Ce schéma apparait plus efficace des son début : nous avons déja un taux d’éthanol de
9,3 g/L en 24h, nettement plus grand que les taux enregistrés en 48h de fermentation des
protocoles précédents. En  48h de fermentation, la concentration d’éthanol est plus grande
(16,5 g/L). A 72h, le déclin est enregistré ou on obtient un taux plus faible estime de 12 g/L.
Le pH est pratiquement stable (PH au cours de la fermentaion=PHi=5). La présence de forte
concentration de glucose des le début de la phase de la fermentation ([glucose]> 1g/l) a
orienté son métabolisme vers la fermentation alcoolique, ce qui a donné un taux plus grand
en éthanol pour un temps plus cours (48h) par comparaison au protocole B. Le pH stabilisé a
5 au cours de la fermentation nous montre bien que le métabolisme respiratoire aérobie est

limité dans ces conditions.

11-4 Comparaison entre les 3 méthodes :

La (Figure 26) montre de facon remarquable que le taux de production du bioéthanol
par une fermentation précédée par la saccharification est de 16.5g/L. Il est meilleur que ceux
des deux autres méthodes. Nous avons donc un rendement maximal de 0,55 en 48h.

L’effet du taux de glucose en début de fermentation sur la production de 1’éthanol a été
remarquable, ce qui mérite des milieux trés concentrés en sucres fermentescibles. Il faut donc
passer a I’optimisation de la concentration en Glucoamylase afin d’amorcer la fermentation

avec un taux de glucose plus élevé.
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Figure 26 : taux de production obtenus par les trois protocoles.

11-5 Optimisation de la concentration en Glucoamylase :

Nous avons varié la concentration de la glucoamylase de 40mg/L a 640mg/L. Il faut
signaler que la saccharification a été lancée aprés une phase de liquéfaction totale d’une
solution d’amidon a 30g/L donnant une concentration finale de 0.47g/L. Les résultats sont
illustrés sur la (Figure 27).

Les taux de glucose obtenus en 6h en utilisant 320 et 640 mg/L de glucoamylase sont
supérieurs par rapport a ceux tenus par 40, 80 et 160mg/L (12g/L). Avec une concentration en
glucoamylase de 320 mg/L, la durée de la saccharification est raccourcie car le plateau est
atteint apres presque 3h d’hydrolyse donnant une concentration en glucose de 15 g/L. Pour
une concentration de 640 mg/L, le glucose libéré se rapproche de la stabilité a partir de 5h
donnant un taux de 20g/L (Figure 27). Pour confirmer notre choix, nous avons continué la
phase de fermentation avec les concentrations en enzyme de 320 et 640mg/L. Les résultats

obtenus sont représentes sur la (Figure 28).
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Figure 27 : Optimisation de la saccharification.
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Figure 28: Taux d’éthanol produit avec les deux concentrations de la Glucoamylase.

La production d’alcool atteint son maximum a 24h pour les deux concentrations en
glucoamylase. Le bioéthanol produit avec 640mg/L de glucoamylase est plus important
(17g/L, rendement =0,56g d’éthanol/g d’amidon) par rapport a celui produit avec 320 mg/L
(12g/L, rendement= 0,4g d’éthanol/g d’amidon). Haut dela de 24h, le déclin commence
donnant une valeur de 6g/L pour les deux quantités d’enzyme. Nous retenons donc une

concentration de 640mg/L pour la suite de notre travail.
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11 Application 1 : Production du bioéthanol avec de I’amidon peu soluble :

Il faut rappeler que la liquéfaction totale d’une solution d’amidon peu soluble a 30g/L
n’a été obtenue qu’aprés trois cycle de « dispersion- liquéfaction » dans les conditions
optimales de ’activité alpha-amylasique. Apres saccharification de 6h en utilisant 640mg/L
de glucoamylase a pH4 et a 50°C, le taux de glucose final était de 20,53g/L. Dans le but de
fixer la durée de la fermentation nécessaire pour obtenir un taux maximale d’éthanol et afin
d’éviter la phase de déclin, un suivi de la phase de fermentation a été réalis¢ donnant les

résultats représentés sur la (Figure 29).

—@—pH ¢ [Ethanol] B [Biomasse] [Glucose]
18 + - 24
[Glucose] (g/L)
[Ethanol] (g/L) 6
[Biomasse] (g/L)
oH 14 - 19
12
- 14
10
8
-9
6
4 -4
2
0 -1

80

Temps (h)

Figure 29 : Cinétique de la fermentation dans les conditions optimales.

Il est & enregistrer que :

¢ le Glucose diminue significativement au cours des premiéres heures, Il atteint 3 g/L au
bout de 6h et sa concentration est presque nulle a partir de 12h.

e En parallele, nous avons une augmentation exponentielle de la biomasse pendant les 12
premiéres heures.

e Pendant la méme durée, nous signalons une bonne production de I’éthanol.

e Une phase stationnaire s’installe par la suite (A partir de 16h jusqu’a 28h) au cours de
laquelle, nous avons un taux en glucose presque nul. Cependant le taux d’éthanol
augmente de fagon ralentie jusqu’a un maximum enregistré a 24h (16,2g/L).

e A partir de 28h, la biomasse est en phase de déclin, pendant laguelle nous avons une

diminution du taux d’éthanol.
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e Durant la fermentation, nous n’avons pas une grande acidification du milieu, car le pH est
stabilisé aux environs de 4, pH favorable au fonctionnement de la glucoamylase qui
continue son action enzymatique en libérant encore le glucose pendant la fermentation. Ce
dernier est directement consommé par la biomasse productrice d’éthanol. A partir de 20g/L
de glucose initial nous ne pouvons avoir que 11g/L d’éthanol en considérant que le
rendement est maximal (0,55g d’éthanol/g de glucose), notre enzyme est donc active en
parallele que la fermentation. Le taux d’éthanol obtenu (16,2g/L) est compatible avec la
quantité¢ d’amidon mise au départ (30g/L et qui peut libérer aprés hydrolyse totale 33g/L

de glucose), le rendement est don maximale (0,54g d’éthanol / g d’amidon).

En conclusion, une durée de fermentation de 20h a 24h est suffisante pour un maximum
de production. I1 est préférable de ne pas dépasser les 24h, car nous avons un risque d’entamer

la phase de déclin ou I’éthanol est consommé par la biomasse.

Puisque le taux d’éthanol est en augmentation rapide pendant les premieres 12h, nous
avons testé un essai de fermentation directement apres saccharification, addition d’adjuvants
et réajustement du pH a 5 sans stérilisation par filtration. Le taux d’éthanol enregistré a partir
de 18h est 17g/L. I’éthanol produit au cours de la fermentation stérilise le milieu et évite

I’effet de la contamination sur le taux de la production.

IV Application 2 : Production avec de I’amidon non soluble :

Une liquéfaction totale d’une solution d’amidon non soluble a 30g/L n’a pas été
obtenue apreés trois cycles de « dispersion- liquéfaction ». L’aspect des solutions est resté
trouble, attestant la présence d’amidon résiduel. Apres saccharification de 6h en utilisant
640mg/L de glucoamylase a pH4 et a 50°C, le taux de glucose final était bas : 6,40 g/L pour
I’eau de riz et 7,33g/L pour la farine de mais. La phase de fermentation a donné les résultats

représentés sur la (Figure 30).
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Figure 30 : Production d’éthanol a partir de deux sources d’amidon non soluble.

La farine de mais a donné un taux d’éthanol maximal et stable entre 24h et 28h (7g/L), il est
meilleur que celui obtenu en utilisant 1’eau de riz (une moyenne de 2,5 a partir de 4h). Les
deux substrats ont donné des rendements plus faibles par rapport a celui obtenu en utilisant de
I’amidon soluble ou peu soluble a la méme concentration (0,23g d’éthanol/g d’amidon pour la
farine de mais et 0,083 g d’éthanol/g d’amidon pour I’eau de riz). Ceci est attribué a I’attaque
enzymatique peu performante de 1’alpha-amylase puisque son substrat n’est pas soluble ou
ayant un aspect gélifié. Ceci se répercute aussi sur la performance de la glucoamylase ce qui

donne un taux bas en substrats fermentescibles et un taux faible en éthanol.

V Séparation et analyse de I’éthanol récupéré par distillation:
V-1 Ildentification au dichromate de potassium :

D’apres la (Figure 31), le virage de la couleur du réactif de I’orange au vert commence
avec I’ajout de I’acide sulfurique. La couleur devient plus foncée (vers le bleu) au cours du

temps.
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Absence d’éthanol présence d’éthanol

Figure 31: Résultat de la révélation au dichromate de potassium.

V-2 Identification par spectroscopie infra rouge :
Les deux spectres représentés en (Figures 32 et 33) correspondent a 1’éthanol pur 97%

(molécule de référence) et notre distillat.
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Figure 32 : Spectre de 1’éthanol 97%
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Figure 33 : Spectre du distillat.

Les deux spectres sont superposés avec une différence qui réside dans la hauteur, la
largeur et I’uniformité des pics a cause de la différence de pureté et de concentration entre le
spectre 01 de référence (Ethanol 97%) et notre distillat. Il s’agit bien donc du méme produit
(Ethanol) puisque nous avons obtenu des pics aux méme bandes dans les deux spectres, on

parle de :

e La bande d’allongement caractéristique de la fonction OH située entre 3500-3300 cm™
présente dans les alcools les phénols et les acides.

e La bande de déformation caractéristique de la fonction OH entre 1410-1330 cm™ présente
dans les alcools.

e La bande de deformation caractéristique des groupements CH3 et CH, située entre 1460-
1380 cm™.

e Labande de la liaison —C-O des alcools aux environs de 1050-1100 cm™.

V-3 Détermination du titre massique du distillat :
Pour une fermentation dans les conditions optimales, nous avons obtenu un distillat
ayant :
¢ Un Indice de réfraction de 1.340, le titre massique est de 18,778%=19% (Annexe 3),
e Une densité de 0.96, le titre massique est de 20% (Annexe 3).
Le titre massique est tres faible car nous avons eu de grandes pertes au cours de la distillation

(réfrigérant non adapté au montage de distillation). Ceci explique 1’échec du test de flambage.
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Les titres massiques obtenus par les courbes densitométrique et réfractométrique ont été

confirmés par un dosage direct en utilisant le capteur éthanol (20,21%).
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

L’objectif de ce travail est la production du bioéthanol par fermentation alcoolique en
utilisant de ’amidon et les produits amylacés (eau de riz et farine de mais) comme source de

carbone et d’énergie. Le microorganisme producteur est Saccharomyces cerevisiae.

Afin d’améliorer le rendement de production de I’éthanol, le substrat subit une
liquéfaction par 1’alpha amylase puis une saccharification par la glucoamylase avant
fermentation. Les conditions optimales trouvées pour la liquéfaction sont : une concentration
en amidon de 30g/L, un pH égale a 6, une température de 55°C et une concentration en alpha-
amylase de 0.12U.CEIP/ml. La phase de saccharification est exercée a un pH=4, une

température de 50°C et une concentration optimisée en glucoamylase de 640mg/L.

Le protocole optimal est constitué de trois phases :
e Une premiére phase de liquéfaction de 2heures dans les conditions optimales,
¢ Une deuxieme phase de saccharification de 6heures dans les conditions optimales,
¢ Une troisieme phase de « fermentation couplée a la suite de la saccharification» de 20H a
24H. Cette phase s’exerce a température ambiante, a un pH situé entre 4 et 5. Le taux

maximal d’éthanol est de 16 a 17g/L avec un rendement de 0,55g d’éthanol /g d’amidon.

L’application sur I’amidon peu soluble nécessite une rectification de la phase de
liquéfaction, car cette phase n’est performante que si le substrat subit 3cycles de « dispersion-
liquéfaction de 4h a 5h», aboutissant apres saccharification et fermentation a un rendement

maximal de production du bioéthanol en 20h a 24h.

L’application sur les produits amylacés non solubles aboutit a des rendements plus
faibles (0,23g d’éthanol/g d’amidon pour la farine de mais et 0,083 g d’éthanol/g d’amidon

pour I’eau de riz), car la phase de liquéfaction est peu performante.

Notre étude ne constitue qu’un début sur 1’'usage des produits amylacés dans la
production d’un carburant 100 % biologique, dont I’utilisation respecte 1’environnement et ne
porte pas d’atteintes écologiques. Le procédé est satisfaisant sur 1’amidon soluble et peu
soluble ; cependant, il nécessite plus recherche dans le future proche concernant son

application sur les produits amylacés non solubles.
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Annexe 1

Préparation des solutions

A) Solutions d’amidon :

Pour avoir une solution d’amidon d’une concentration donnée, il faut suivre les étapes
suivantes :
- Peser la masse d’amidon sec (poudre) nécessaire pour aboutir & la concentration voulue.
-Verser I’amidon pesé dans une fiole choisie puis ajouter 1/3 du volume voulu d’eau distillée

froide sur une agitation magnétique jusqu’a une bonne dispersion de I’amidon.

- Terminer I’ajustement du volume voulu avec de 1I’eau distillée Bouillante.

La solution obtenue est soluble, d’une couleur transparente qui s’épaissit et devient plus

visqueuse en fonction de la concentration d’amidon.

B) la solution d’HCI (0.1N) :
Pour obtenir une solution fille N~=0,IN d’un volume V; réaliser une dilution & partir

d’une solution meére pure (12N) selon la loi de dilution : Nm Vi, = Nf Vs

C) La solution de stockage (0.1N) :

-Dissoudre 3.17 g d’iodine (I,) et 10 g de KI dans une fiole de 250 ml.

-Ajouter un petit volume d’eau distillée et mélanger jusqu’ a la dissolution totale.
-Ajuster le volume & 250ml par I’eau distillée.

- Conserver la solution préparée dans un flacon en verre fumé sombre bien fermé.

D) La solution de dosage (0.01N) :
- Diluer 10 ml de la solution de stockage a 100 ml avec I’eau distillée (Dilution de 1/10).

- Conserver la solution de dosage dans un flacon en verre fumé sombre bien fermé.

E) Les solutions tampons :

-Préparer une solution d'acide citrique 0,50 M (soit 105,06 g de CsH;Og, H,O sec par litre) et
une solution de phosphate de sodium disodique 0,50 M (soit 71,01 g de Na,HPO, sec par
litre).

-Mélanger suivant les indications du tableau ci-dessous puis diluer a 200 ml.



Tableau 8 : Préparation des solutions tampons
(Chahrour Wassila 2013)

pH | Na2ZHPO4 Acide pH | NaZHPPO4 Acide
a 0,50M citrique a 0.50M citrique
a 0,50M a 0,50M
2,2 1,60 ml 3920 ml 52| 42,88 ml 18,56 ml
24| 496 ml 37,52 ml 54| 44.60 ml 17,70 ml
26| 8.72ml 35,64 ml 5,6 | 46,40 ml 16.80 ml
28| 12.68ml 33,66 ml 58| 4836 ml 15,82 ml
30| 1644 ml 31,78 ml 6,0 ]| 50,52 ml 14,74 ml
32| 19,76 ml 30,12 ml 62| 52.88ml 13.56 ml
34| 22.80ml 28,60 ml 64| 5540 ml 12.30 ml
36| 2596 ml 27,12 ml 6,6 | 58,20 ml 10.90 ml
38| 2840 ml 25,80 ml 68| 61,80 ml 8,10 ml
40| 30,84 ml 24,58 ml 70| 65.88ml 7.06 ml
42| 33,12 ml 23.44 ml 7.2 | 69,56 ml 5,22 mi
44| 3528 ml 22.36 ml 74| 72.68ml 3.66 ml
46| 3740 ml 21.30 ml 76| 7492 ml 2.54 ml
48 | 3944 ml 20,28 ml 78| 76.60 ml 1,70 ml
50| 41,20 ml 19,40 ml 80| 77.80ml 1,10 ml




Annexe 2

Pour réaliser I’hydrolyse de I’amidon, SAIDAL nous a fourni 2 flacons différents
d’alpha amylase. Avant de mélanger le contenu des deux flacons, nous avons réalisé une
cinétique enzymatique pour les deux enzymes dans les conditions indiquées en ci-dessous
(Figure 34). Les cinétiques des deux enzymes étant identiques, nous avons donc mélange les

deux échantillons d’enzymes afin d’obtenir un échantillon homogene.

9

Amidon résiduel 8

(g/L)

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Temps (min)

| V=100ml; C;=108/L; Vepymes diuce (1/1000=0,5Ml; pH= 6; T°=25°C, w= 250rpm |

Figure 34 : Cinétique des deux échantillons d’enzymes fournis par SAIDAL.



Annexe 3

Courbes d’étalonnage
A/ Dosage d’amidon :
-Préparer une solution mére d’amidon de 10g/L.
-Faire une gamme de dilutions allant de 0.2 a 2 g/L en utilisant du HCI (0.1N).
-Faire un dosage de 1ml de mélange final avec 2.4ml d’iodine (0.01N).

- Mesurer I’absorbance a 620nm aprés une incubation a 1’abri de la lumiere pendant 15min.

25 1 y = 0,9532x

R? =0,9865
2

15
Do (620 nm) 1

0,5

0

2,5

[Amidon] g/l

Figure 35 : Courbe d’étalonnage destinée au dosage d’amidon par spectrométrie.

B/ Dosage du glucose :

-Préparer une solution mére de 10g/L de glucose.

-Faire une gamme des dilutions allant de 1 a 5 g/L a partir de la solution mere.
-Faire un dosage de 1ml de réactif de « Biomaghreb » +10 pl de chaque dilution.

-Mesurer I’absorbance a 505nm apres une incubation a I’abri de la lumiére pendant 30min.

1,8 1
1,6 -
1,4 -
1,2 A

y = 0,3322x

1 -
Do (505 nm)0 g - R2=0,9988

0,6 -
0,4
0,2 -

0

0 2 4 6
[Glucose] (g/l)

Figure 36 : Courbe d’étalonnage destinée au dosage de glucose par spectrométrie.



C/ Dosage de I’éthanol par méthodes densitomeétrique et réfractométrique :
Les deux méthodes ont été établies pour la méme gamme d’étalonnage. Le protocole se
résume comme suit :
* Préparer des solutions d’éthanol-Eau distillée de titres massiques suivants: 10%, 30%, 50%,
60%, 80%, 100%.
* Mesurer I’indice de réfraction de chaque solution a I’aide d’un réfractometre en utilisant
I’eau comme référence.
* A I’aide d’un pycnomeétre, mesurer les densités de ces solutions :
» Peser le pycnometre vide, tarer,
» Remplir le pycnométre jusqu’au trait avec de I’eau distillée : noter m1
» Remplir le pycnométre avec une solution étalon : noter m2.
» Le volume étant le méme, la densité est calculé comme suit : d= (p2/p1)=(m2/m1l).
* Tracer les graphes: IR=f(T% éthanol) et d=f(T%éthanol). Les deux courbes d’étalonnages

sont représentées sur la figure ci dessous.

16 - IR = 3,7277E-04 (T%) + 1,3330E+00 ¢ d
R?=7,4346E-01
14 — = —il— — E R
1,2 -
1 H\‘_\*\*\‘\‘
IR/d 0,8 -
06 - d = -2,0018E-03(T%) + 1,0004E+00
’ R?=9,8242E-01
04 -
0,2 -
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Titre massique (%)

Figure 37 : Courbe d’étalonnage destinée au dosage de 1’éthanol par mesure de la densité et

de I’indice de réfraction.
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