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Résumé - Les différentes exploitations industrielles sur les plantes entrainent la formation de
considérables déchets lignocellulosiques nommés biomasse. La présente étude a pour but la
valorisation de cette biomasse en produisant du bioéthanol de deuxieme génération, il s’agit
d’une valorisation optimale qui passe par I'exploitation de la totalité des débouchés dans une
approche intégrée de type "bioraffinerie” pour la production des sucres simples
fermentescibles & haute valeur ajoutée. Dans une premiére étape, la biomasse a été
dépolymérisée par un traitement a la vapeur. Ensuite, un traitement par I'acide sulfurique a été
effectué pour la saccharification et la libération des sucres simples. Dans une deuxiéme étape
et dans le but de réduire les composés phénoliques, le substrat issu a été décanté et filtré puis
traité par le dihydroxyde de calcium. Paralléelement a I’hydrolyse chimique, la biomasse a été
prétraitée par la steam explosion pour rendre tous ces composés accessible a I’hydrolyse
enzymatique. En plus, les techniques et les variables d’hydrolyse chimique et biologique (la
température, la pression, le temps, la concentration et les conditions de détoxification et de
production d’enzyme) ont été optimisés. En conclusion, ce travail a permis de mettre au point
un procédé biotechnologique pour valoriser la biomasse solide, qui permet non seulement de
réduire ['impact environnemental, mais aussi de diminuer les coiits et d’ajouter une valeur
socio-économique a ces déchets.

Abstract - The various industrial operations on plants lead to the formation of enormous
lignocellulosic waste named biomass. The aim of this study is the valuation of this biomass by
producing bioethanol of the second-generation; it is an approach of "biorefinery" that
produces fermentable simple sugars of high value. In a first step, the biomass was
depolymerized by a steam treatment. Then, treatment with sulfuric acid was carried out to
saccharification and release of simple sugars. In a second step and in order to reduce the
phenolic compounds, the resulting substrate was decanted and filtered and then treated with
calcium dihydroxide. Parallel to the chemical hydrolysis, biomass was pretreated by steam
explosion to make available all these compounds before performing to enzymatic hydrolysis. In
addition, the techniques and the chemical and biological hydrolysis variables (temperature,
pressure, time, concentration and conditions of detoxification and enzyme production) were
optimized. In conclusion, this work is a development of a biotechnological process to value the
solid biomass, which can not only reduce environmental impact, but also reduce costs and add
value socioeconomic to this waste.

Mots clés: Déchets lignocellulosiques - Traitements physicochimique et biologique - Mono et
polysaccharide.

1. INTRODUCTION

Généralement, D’industrie agroalimentaire et de transformation des plantes
fournissent des quantités importantes de déchets lignocellulosiques qui sont mal
exploitées. Aussi, avec I’augmentation du prix de pétrole et I’aggravation des émissions
de gaz a effet de serre (équivalents de CO,) justifient la recherche de matiéres premieres
et de technologies alternatives capables de réduire la dépendance en ces combustibles
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fossiles et de protéger I’environnement [1, 2]. Le bioéthanol est déja utilisé pour
substituer une fraction du volume d’essence dans nombreux payés [3-5].

En effet la biomasse lignocellulosique des plantes contient des sucres polymérisés
en cellulose et hémicellulose peut fournir du bioéthanol aprés plusieurs étapes de
prétraitement et d’hydrolyse physique, chimique et biologique dites ‘bio raffinerie’. Le
bio raffinage peut étre défini comme un processus durable de transformation de la
biomasse en produits bio basés (alimentation, produits chimiques, matériaux) et en
bioénergie (biocarburants, électricité, chaleur). Le concept de bio raffinerie est analogue
a celui du raffinage de pétrole (Fig. 1 et 2) qui produit différents carburants et produits
chimiques [1, 2, 6, 7].

Dans le cadre de notre travail, les déchets issus de I’industrie de transformation des
plantes ont été traités pour la production de sucres monoméres. L’étude est divisée en
deux grandes phases. La premiére est une étude détaillée de 1’hydrolyse chimique de la
matiere lignocellulosique. Tandis que la deuxiéme phase, c’est un traitement biologique
par des enzymes. Les deux phases ont été accompagnées par un prétraitement a la
vapeur, dite aussi la technique du steam explosion.

Pétrole brut Biomasse
Carburants | | | Spécialités Biocarburants [ | [ Spécialités
(Energie) [~ ‘ ~| (Lubrifiants) (Bioénergie) | ‘ | (Biolubrifiants)
Molécules plateformes Molécules plateformes
(Pétrochimie) (Chimie verte)
Fig. 1: Raffinage du pétrole en Fig. 2: Raffinage de la biomasse en
carburants, molécules plateformes et biocarburants, molécules plateformes et
spécialités spécialités

2. MATERIAUX ET METHODOLOGIE

2.1 Prétraitement a la vapeur / steam explosion

La steam explosion ou le prétraitement a la vapeur est un procédé thermo-mécano-
chimique qui hydrolyse la matiére lignocellulosique. Le procédé est composé de deux
phases distinctes: le vapocraquage et la décompression explosive.

Dans ces conditions, 1 kg de déchets de la biomasse résiduelle de I’industrie de
distillation de romarin [8] a été rincé avec de 1’eau pure et filtré. Le résidu est prétraité a
la vapeur dans un autoclave (20 min a 270 °C), le temps de la dépressurisation était de 1
a2 s. chaque 5 mn (Fig. 3).

2.2 Hydrolyse acide

Le résidu est traité ensuite par 1’acide sulfurique dans un extracteur a reflux. La
concentration de I’acide sulfurique et le temps de traitement ont été optimisés par la
méthode de planification des expériences [9]. Les conditions optimales utilisées pour
rompre les liaisons osidiques et produire des monoméres sont 0.5 % d’acide sulfurique
pendant 50 min.

2.3 Elimination des inhibiteurs de la fermentation

La précipitation des composés phénoliques résultants de différents hydrolyses sont,
postérieurement, des inhibiteurs de la fermentation alcoolique, est réalisée par
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I’augmentation du pH de ’hydrolysat a 9 avec le dihydroxyde de calcium (Ca(OH),) [3,
10, 11].
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Fig. 3: Principe du prétraitement a la vapeur / steam explosion

2.4 Hydrolyse enzymatique

Dans le processus biologique, I"hydrolyse est catalysée par des enzymes appelées
génériquement cellulases (composés d’endo- et d’exo-glucanases et de B-glucosidases).
Ainsi, comme dans les processus acides, un prétraitement est necessaire pour exposer la
cellulose a I"attaque des enzymes. La préparation des enzymes a été obtenue a partir du
surnagent du milieu de culture de la souche Trichoderma reesei cultivée sur la cellulose
comme source de carbone et d’énergie [12].

2.5 Analyses

La teneur en sucres réducteurs est déterminée par la méthode de 1’acide
dinitrosalicylique (DNS). La méthode phénol-acide sulfurique est utilisée pour évaluer
la proportion de chaque sucre monomeére, issu de I’hydrolyse [13, 14].

Les trois fractions de la biomasse lignocellulosique; la cellulose, I’hémicellulose et
la lignine ont été recherchées [15, 16].

Les composés phénoliques ont été analysés par la méthode Folin-Ciocalteau
modifiée [3, 17].

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

Cette étude consiste a une bio raffinerie de la biomasse pour produire de la
bioéthanol de deuxiéme génération.

La figure 4 résume les différentes étapes de ce travail. Elle comporte le
prétraitement a la vapeur (steam explosion) suivi par I’hydrolyse acide et I’hydrolyse
enzymatique qui ont été terminés par 1’¢limination des composés phénoliques et des
acides organiques résultants.

eConstituants du résidu lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique est une des principales ressources renouvelables
présentes sur terre [5, 18, 19]. Elle est composée essentiellement de trois polymeéres, la
cellulose, I’hémicellulose et la lignine (Fig. 5).

Les teneurs de différents constituants sont variables d’une espéce végétale a ’autre
[11]. Dans ce travail, la biomasse lignocellulosique est résiduelle de I’industrie de
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distillation de romarin et de parties non distillés. La teneur de leurs trois composées
principales est-

Déchets Lignocellulosiques (Biomasse)
cellulose, hémicellulose, lignine et extractibles

v

La steam explosion
cellulose, pentose, hexose

v v

Hydrolyse acide

pentose, hexose

v

Hydrolyse enzymatique

pentose, hexose

v v

Précipitation des composés phénoliques

v

Sucres simples fermentables

Fig. 4: Processus de traitement physico-chimique et biologique de la Biomasse
Cellulose

La cellulose est une molécule lindaire non ramifiée constituee de milliers de
monomeres de glucoses liés par des liaisons osidiques. Environ 80 molécules de
cellulose s’associent par des liaisons hydrogéne pour former des microfibrilles. Un
grand nombre de microfibrilles entrelacées forme une fibrille de cellulose [15, 16, 20,
21]. Nous avons trouvé que la cellulose est la composante principale de déchets
lignocellulosique. Elle est de 1’ordre de 48%. L hydrolyse de la cellulose conduit a la
production de sucres monomeéres fermentescibles (cellubiose, glucose et xylose).

- Lignine
- Cellulose
- Hemicellulose

Lignine
Prétraitement
'~
ZaY Hémicellul
Hydrolyse = émicellulose
chimique et (\A *J
biologique %
- .‘s/
JE Cellulose
)
Sucres simples
fermentescibles en

Bioéthanol

Fig. 5: Constituants de la matiere lignocellulosique
et les résultats schématiques du procédés
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Hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des polysaccharides non cellulosiques se distinguant de la
cellulose par le fait qu’ils soient des polymeéres hétérogenes (hétéropolysaccharides) a
chaines plus courtes et branchées [12, 15, 16]. Elle représente 33% de la biomasse non
traitée. Aprés traitement, cette fraction est essentiellement constituée de pentoses
(comme la xylose) et de glucose.

La lignine et les extractibles

La lignine se présente dans les interstices qui cimentent les chaines de cellulose et
d’hémicelluloses. Elles contiennent des molécules ayant des propriétés pharmaceutiques
importantes  (Térpénoids, stéroides, composés phénolique et les composés
inorganiques). Elle peut diminuer le rendement de la fermentation alcoolique [15, 16,
21, 22]. Dans notre échantillon, la lignine est de I’ordre de 17 %.

4. TRAITEMENT DE LA MATIERE LIGNOCELLULOSIQUE

4.1 Prétraitement a la vapeur

Le prétraitement & la vapeur ou appelé encore steam explosion est une technique trés
prometteuse pour la biomasse ligno cellulosique avant bioconversion. Il brise les
liaisons hydrogeéne qui relient les molécules de cellulose et d’hemicellulose et autorise
un fractionnement efficace des composants constitutifs [6, 7, 23], ce qui les rend plus
disponibles pour I’hydrolyse acide et I’hydrolyse enzymatique.

Le prétraitement a été optimisé & 270 °C pendant 20 min. les résultats sont présentés
sur la figure 5, qui montre la déstructuration de la matiere ligno cellulosique. On
remarque une variation considérable de la libération des composés phénoliques en
fonction du temps de prétraitement, tandis que le taux des sucres dans le milieu reste
constant.

Comme décrit dans la partie, ‘matériel et méthodes’, le procédé est compose de deux
phases, le vapocraquage et la décompression explosive. Dans la premiére phase, le
vapocraquage consiste a faire pénétrer par diffusion, puis a condenser, la vapeur sous
haute pression a ’intérieur de la structure du matériau.

L’cau condensée a température élevée va initier 1’hydrolyse des groupements
acétyles contenus dans les xylanes et induire la formation d’acides organiques. Selon la
sévérité des conditions de pression et de température, ainsi les acides formés catalysant
I’hydrolyse des fractions hémi cellulosiques, induire des modifications dans la structure
des lignines et modifier le degré de cristallinité de la fraction cellulosique.

Alors que durant la deuxiéme phase, la décompression explosive provoque une
chute brutale de pression, qui va entrainer la revaporisation d’une partie de 1’eau
condensée. L’expansion brutale de la vapeur induit des forces de cisaillement qui
modifient les propriétés physiques (granulométrie, surface spécifique, rétention
d’eau...) du matériau.

Dans la littérature, le prétraitement de la biomasse est absolument indispensable

pour 1’étape biologique car les enzymes sont trés peu actives sur la biomasse a 1’état
brut [18, 19, 23, 24].

En méme temps, pour qu’un prétraitement soit efficace et augmente la valeur des
différents composants de la biomasse, il est important d’établir des conditions limitant
la formation de produits de dégradation qui peuvent inhiber 1’étape de fermentation [23,
25, 26].
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Fig. 5: Libération des sucres totaux
et des composés phénoliques pendant le prétraitement

4.2 Hydrolyse acide

Plusieurs concentrations d’acide sulfurique ont été testées sur le substrat prétraité a
la vapeur. Le dosage des sucres [13] nous a permis de déterminer les conditions
optimales d’hydrolyse acide de la cellulose et de I’hémicellulose en sucre simple qui
sont de 0.5 % d’acide sulfurique & 100 °C (Tableau 1).

Tableau 1: Libération des sucres totaux et des composés
phénoliques aprés 50 min de I’hydrolyse acide

Acide sulfurique Sucres totaux Composés phénoliques totaux
(%) (Gl (91"
0.1 10.85 14.25
0.5 22.5 14.25
1 22.5 14.25
2 22.5 14.25
5 22.5 14.25
10 22.5 14.25
20 22.5 14.25

L’application seule de I’hydrolyse acide améne a la dépolymérisation des
hémicelluloses et I’obtention des résidus de pentoses. Selon la sévérité des conditions

employées, une partie des résidus pentoses peut subir une réaction de déshydratation qui
conduit a la formation de furfural.

La maniére exacte de mettre en ceuvre cette hydrolyse acide est trés variable, mais il
a été souvent combiné avec une explosion a la vapeur, ce qui conduit a la désintégration

de la matiére et I’obtention des résidus xylose sous la forme de sucres monoméres [6, 7,
18, 19].

4.3 Précipitation des composés phénoliques totaux

Le prétraitement et 1’hydrolyse acide provoquent la libération de composés
phénoliques qui inhibent postérieurement la fermentation alcoolique. Dans le but
d’améliorer le rendement en éthanol a partir du substrat de I’hydrolyse, le Ca (OH); a
été utilisé pour sa capacité a précipiter les composés phénoliques [18, 22].
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La réduction de concentration des composés phénoliques qui est passée de 14.25 g/l
a 5 g/l (Tableau 2) se traduit par une nette amélioration (40 %) du rendement de la
fermentation alcoolique. Ce dernier résultat sera traité dans une autre étude.

Tableau 2: Evolution des composés phénoliques et des sucres en fonction
des étapes de traitements de la biomasse lignocellulosique

Constituantsde ~ Concentration  Traitementala  Hydrolyse Réduction des
La biomasse du départ vapeur acide composés phénoliques
Etapes de préparation de la matiere lignocellulosiques
Glucose 6.05 6.55 9.6 9.5
Xylose 2.02 2.25 7.33 7.2
Mannose 0.015 0.02 2.37 2.37
Galactose 0.225 0.25 1.2 1.2
Cellulose et 8.8 9.2 0 0
hémicellulose
Composés phéno 2.5 5.1 14.25 5
ligues totaux

4.4 Traitement enzymatique

Essentiellement, la biodégradation de la matiere lignocellulosique est réalisée par
des bactéries (Ruminococcus, Clostridium, Cellulomonas, Thermonospora,
Streptomyces...) et des champignons (Aspergillus, Schizophyllum, Penicillium,
Trichoderma...).

Pour ce travail, on a utilisé Trichoderma reesei dans I’hydrolyse enzymatique, car
elle a été ’espece la plus étudiée pour la production de cellulases a des concentrations
importantes et elle a fait ’objet d’utilisation industrielle. De plus, outre des cellulases,
T. reesei produit des hémicellulases qui participent au processus d’hydrolyse des parois
vegetales [10, 12, 18, 24].

Dans un premier temps, il est nécessaire de récupérer les enzymes produites par ce
champignon dans le milieu de culture et éventuellement de les conditionner avant leur
mise en ceuvre en hydrolyse. Les conditions optimales sont une température de 45-50
°C et un pH de 4,8 pendant un temps de culture et d’action optimisé a 40h (Fig. 7).

Ce principe est simple, car les sucres complexes sont brisés en sucres simples par
I’action synergique des enzymes qui peut étre définie par une bonne coordination dans
I’hydrolyse. Les trois types d’enzymes impliquées dans le processus sont les cellulases
endo 1,4 B-glucanases et exo 1,4 B-glucanases, qui hydrolysent les celluloses en
cellobiose, et les B-glucosidases qui hydrolysent les cellobioses en glucose [10, 18].

Ainsi, la figure 7 présente déja des rendements élevés des sucres simples (75%-
85%) par I’hydrolyse enzymatique en plus, de grandes améliorations sont encore
attendues (85% - 95%) si ce procédé est lié a la phase de steam explosion de la
biomasse.

Aussi, les conditions sont relativement douces dans lesquelles elle est effectuée afin
d’éviter de dénaturer les molécules initiales et de diminuer le cout de procéde. Et
finalement, I’hydrolyse enzymatique génere peu de composés phénoliques et d’effluents
a traiter et n’engendre pas de problémes de corrosion [10, 12].
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5. CONCLUSION

Le présent article vise a présenter les effets de I’application d’une série de
traitements de la matiére lignocellulosique pour la production de bioéthanol de seconde
génération. Il reprend les différents principes de multiples techniques utilisées et ses
effets sur les fractions constitutives de la biomasse dans un contexte de bio raffinerie.

Les résultats obtenus dans ce travail permettent d’envisager des recherches plus
approfondies pour la mise au point d’un procédé de valorisation de milliers de tonnes de

matiére lignocellulosique produite par les industries agroalimentaires et de
transformations des plantes.

Ce procédé a le mérite d’étre a la fois dépolluant, car il réduit énormément la
guantité de déchets solides et valorisant par la production des substances simples qui
peuvent étre considérée comme une trés bonne forme d’énergie renouvelable, propre et
ne génére pas de gaz carbonique (CO,) supplémentaire dans I’atmosphére.

Ce genre de procédé peut aussi améliorer les revenus des unités industrielles des
pays producteurs de déchets et permettre le développement d’activités industrielles
propres qui créeraient des opportunités d’emploi et offriraient une meilleure
compétitivité sur le marché international.
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