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Abstract - This study is a contribution to the valorisation of neem fruit pulp (Azadirachta
indica) to produce bio ethanol by alcoholic fermentation. During this study, a physical
characterization of neem fruit and physicochemical neem pulp were performed. Also, the
variation of the concoction pH of the fermentation tests was carried out in order to find
the ideal pH for optimal production of bio ethanol by the yeast Saccharomyces cerevisiae.
The results obtained show that the pulp represents about 48% of the total mass of neem
fruit. And also reveals that the neem pulp is very rich in total sugars (74% for Makabaye
and 73% for Baoliwol) and that they can be converted into bioethanol by alcoholic
fermentation. The unadjusted wort pH (pH=5.4) resulted in a maximum bioethanol
production of 5.1 ml/100g DM in 05 days of fermentation compared to other fermentation
tests (pH=4.3, 4.5 and 4.7). Also, the distillation of the fermented concoction has made it
possible to obtain bio ethanol with an alcohol content of 85% (v/v). This study has shown
that neem fruit pulp can be used as an organic material rich in sugars, with a view to
intensive production of bio ethanol.

Résumeé - Cette étude est une contribution & la valorisation de la pulpe des fruits de neem
(Azadirachta indica) pour produire du bioéthanol par fermentation alcoolique. Au cours
cette étude, une caractérisation physique des fruits de neem et physico-chimique de pulpe
de neem ont été effectuées. Aussi, la variation du pH du modt des essais de fermentation a
été réalisée afin de trouver le pH idéal pour une production optimale du bioéthanol par la
levure Saccharomyces cerevisiae. Les résultats obtenus montrent que la pulpe représente
environ 48% de la masse totale du fruit de neem. Elle révéle également que la pulpe de
neem est trés riche en sucres totaux (74% pour Makabaye et 73% pour Baoliwol) et que
ces derniers peuvent étre transformés en bioéthanol par fermentation alcoolique. Le pH
du motit non ajusté (pH=5.4) a permis d’obtenir une production maximale du bioéthanol
de 5.1 ml/100g de MS en 05 jours de fermentation par rapport aux autres essais de
fermentation (pH=4.3, 4.5 et 4.7). Aussi, la distillation du modt fermenté a permis
d’obtenir du bioéthanol avec une teneur en alcool de 85% (v/v). Cette étude a montré que
la pulpe des fruits de neem peut étre utilisée comme matiére organique riche en sucres,
dans la perspective d 'une production intensive du bioéthanol.

Keywords: Neem pulp - Physicochemical characterization - Concoction - Alcoholic
fermentation - bioethanol.

1. INTRODUCTION

La demande de plus en plus croissante en pétrole et les effets néfastes tels que les
changements climatiques qui en résultent (Bunthita et al., 2016), ont conduit a la
recherche des sources d’énergies alternatives ayant trés peu d’impact sur
I’environnement (Siti et al., 2017; Novidzro et al., 2013). Ainsi, I’épuisement des
réserves en pétrole brut et la flambée des colts des bruts offrent d’excellentes
perspectives au bioéthanol (Boulal et al, 2010), considéré comme une alternative
appropriée a ’essence (Chamoumi, 2015).

Le bioéthanol utilisé comme biocarburant est majoritairement produit a partir des
organes de réserves des plantes (Riess, 2012). Mais, 1’utilisation de ces organes de
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réserves pour la production du bioéthanol entre en concurrence directe avec les produits
destinés a I’alimentation humaine (Maria, 2012).

Pour surmonter ces problemes, les recherches se sont orientées vers la valorisation
des matieres organiques non comestibles pour la production du bioéthanol. En effet,
’utilisation des fruits de neem s’avére trés intéressante, car sa graine permet de produire
de I'huile et sa pulpe contient des sucres. Ces sucres peuvent étre valorisés par un
procédé biotechnologique pour la production d’un produit & haute valeur ajoutée,
comme le bioéthanol.

Au Cameroun, la lutte contre la désertification et le changement climatique est une
préoccupation gouvernementale. Face a ces enjeux, le neem constitue 1’un des arbres le
plus utilisé pour le reboisement dans les régions sahéliennes (Foundoun, 1998). En
Mars 2011, selon la Délégation Régionale de I’Environnement et de la Protection de la
Nature de ’Extréme-Nord, prés de 560 000 plantes de neem et d’Acacia ont permis de
reboiser environ 1500 hectares a Léré (Département du Mayo Kani).

De plus, selon Tizé et al. (2016), environ 45 500 arbres de neem sont repartis dans la
ville de Maroua (Cameroun). A maturité, le neem produit annuellement en moyenne 50
kg de fruits sucrés (Formad, 2013), dont la pulpe (48% de la masse totale des fruits de
neem), reste encore non valorisée. De ce fait, la pulpe de neem représente donc une
quantité importante de biomasse, qui nécessite une valorisation énergétique.

Dans I’optique de valoriser la pulpe des fruits de neem, I’objectif de cette étude est
la caractérisation physico-chimique de la pulpe de neem en vue de produire du
bioéthanol. De maniére spécifique, il s’agit de déterminer la teneur en sucres totaux de
la pulpe des fruits de neem, la production spécifique et la teneur alcoolique du
bioéthanol obtenu a partir de la pulpe des fruits de neem.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Zone d’étude et matériel végétal

L’étude s’est intéressée aux sites de production des fruits de neem pendant la
période de Février-Mars 2017 dans la région de I’Extréme-Nord (Cameroun). Quatre
(04) sites ont été retenus pour la collecte des fruits de neem: (02) sites dans le Mayo-
Sava (Mora et Mora I) et (02) sites dans le Diamaré (Makabaye et Baoliwol).

Les fruits de neem ont été triés sur la base de la couleur de la peau (de préférence
jaune) et de I’aspect (frais) au toucher, tombés de 1’arbre entre 24 et 48 heures.
Cependant, pour le site de Mora I, les fruits de neem, les fruits secs ont été collectés
(jaunes et fermes au toucher) et n’ont fait 1’objet d’aucun critére de sélection au
préalable.

Le matériel végétal est constitué des fruits de neem, collectés dans (04) sites de la
région de I’Extréme-Nord.

2.2 Matériel biologique

Le matériel biologique est la souche de levure séche Saccharomyces cerevisiae
(Lesaffre, Turquie), utilisée pour la fermentation alcoolique du jus de pulpe des fruits de
neem.

2.3 Méthodologie

2.3.1 Caractéristiques physiques des fruits de neem

Les paramétres, tels que le poids moyen, les proportions en pulpes et en amandes ont
été considérés. Le poids moyen a été déterminé par pesée des lots de 100 fruits secs de
neem a l’aide d’une balance (Compact Scale Electronic, USA). Les masses des



Production du bioéthanol a base de pulpe des fruits de neem (Azadirachta indica) 3

composantes des fruits ont été déterminées par pesée aprés dénoyautage (retrait de
I’amande) des lots de 200 g de fruits secs de neem.

2.3.2 Procédé d’obtention de la poudre de pulpe de neem

Les fruits de neem ont été triés lors de la collecte sur les sites et ont été nettoyés
avec de ’eau (figure 1a). Les fruits ont été repartis sur un plateau rectangulaire, placé
sur le toit pour capter le maximum du rayonnement solaire pendant en moyenne 3 a 4
jours. Les fruits sont retournés de temps en temps pour accélérer et harmoniser le temps
de séchage (figure 1b).

Une fois ce séchage effectué, chaque fruit placé en position horizontal est découpé
en deux a I’aide d’un couteau (Stainless Steel, China) et ’amande est retirée. La pulpe
obtenue a été exposé au soleil pendant 6-8 jours en moyenne et la fin du séchage est
observée lorsque les pulpes sont fermes a la pression des doigts.

a- Fruits mdrs et frais b- Fruits séchés
Fig. 1: Séchage des fruits de neem

Les pulpes ainsi obtenues, ont été broyées a 1’aide d’un mortier en bois jusqu’a
I’obtention de la poudre et cette dernicre a été tamisée a 1’aide d’un tamis de mailles
égales a 500 pm, avant d’étre acheminée au laboratoire.

a- Pulpe séché de neem b- Poudre de pulpe de neem

Fig. 2: De la pulpe séche de neem a la poudre de pulpe de neem

2.3.3 Caractérisation physico-chimique de la pulpe de neem

La matiére seche a été déterminée sur une masse de 5 grammes de pulpe de neem,
placé dans une étuve isotherme a 105 °C jusqu’a une masse pratiquement constante
(AFNOR, 1982). La teneur en cendres totales a été déterminée par calcination de la
prise d’essai ayant servi & la matiére seche, dans un four haute température a 550 * 15
°C (AFNOR, 1982).
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La teneur en lipides totaux a été déterminée selon la méthode russe (Bourely, 1982).
Les protéines ont été dosées selon la méthode de Devani et al. (1989) aprés
minéralisation selon la méthode de Kjeldahl (AFNOR, 1984). Le dosage des sucres
totaux a été effectué par la méthode au phénol-sulfurique (Dubois et al., 1956).

2.3.4. Fermentation alcoolique du jus de la pulpe de neem
2.3.4.1 Préparation de ’inoculum

L’inoculum a été obtenu selon le protocole décrit par Massengo et al. (2016). La
levure est pré-cultivée par D’introduction de 06 g la souche de levure séche
Saccharomyces cerevisiae (Lesaffre, Turquie) dans 100 ml d’eau distillée, contenant 44
ml d’une solution de saccharose a 12 % (v/v), sous agitation continue pendant 90
minutes et a une température de 27°C (Gauthier et al., 2005).

2.3.4.2 Extraction du jus de pulpe de neem et préparation du modt de fermentation

L’extraction du jus de pulpe des fruits de neem a été effectuée selon la procédure
adaptée de Chniti (2015). Une masse de 200 g de poudre diluée avec de 1’eau distillée a
un ratio de dilution 1/5 (m/v), est portée a 70°C pendant 60 minutes (Chniti et al.,
2013), sous agitation continue.

Le jus est filtré a I’aide de la mousseline aprés refroidissement. Le jus obtenu a été
chauffé a 85°C pendant 20 minutes pour éliminer la flore bactérienne et refroidi a
température ambiante (Diakabana et al., 2013; Massengo et al., 2016). Le milieu est
enrichi avec de I'urée (NH2CONH> ; 4 g/l) pour assurer une croissance optimale des
levures et accélérer la cinétique de la fermentation (Novidzro et al., 2013; Gbohaida et

al., 2016). L’inoculum dans le ratio % =1:500(v/v) a été ajouté au modt de
ol

fermentation, sous agitation continue.

2.3.4.3 Ajustement a différents pH du modt de pulpe de fermentation

A partir des modts de pulpe de neem obtenus, 04 essais de fermentation alcoolique
ont été effectués: un essai ot le pH du mofit n’a pas été ajusté (pH=>5.4) et 03 essais dont

le pH des mofits ont été ajustés a 4.3, 4.5 et 4.7 avec une solution d’acide sulfurique
diluée (H2SO4, 1.5N).

Une fois que le pH recherché est atteint pour les différents moQts ajustés (4.2, 4.5, et
4.7) et le moQt non ajusté, ces derniers sont transférés dans des fermenteurs de 1 litre et
conduit en anaérobiose pendant 120 heures (Ameyapoh et al., 2006), a une température
de 30 + 2 °C (Boulal et al., 2013, 2010; Kaidi et Touzi, 2001). Le dispositif de la
fermentation alcoolique est présenté par la figure 3.

Thermomeétre

Sortie du CO,

Eau de chaux

Mot de pulpe
de neem

Fig. 3: Dispositif de fermentation alcoolique (Labo ENSAI, Juin 2017)
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Le suivi de la fermentation a été effectué par prélévement de 10 mL a 1’aide d’une
seringue tous les 24 heures et pendant 120 heures. Les paramétres contrdlés sont: le pH,
la température et la densité du modt de fermentation.

A la fin de la fermentation alcoolique, 1’éthanol contenu dans le moiit est extrait par
distillation a la température de 78.5 °C (Diakabana et al., 2016).

2.3.4.4 Teneur en alcool du bioéthanol obtenu

La productivité en éthanol a été déterminée par mesure directe du volume du distillat
obtenu (apres la distillation) pour chaque essai de fermentation. Le degré alcoolique a
été déterminé aprés la distillation du mélange du bioéthanol lors de la distillation des
différents essais de la fermentation. Le degré alcoolique a été déterminé par la méthode
de ’OIML (1973).

2.4 Analyses statistiques

Chaque expérience a été répétée 03 fois pour les analyses physico-chimiques de la
pulpe et la caractérisation physique des fruits. Les essais de fermentation a différents pH
ont été réalisés en duplicata. Les résultats obtenus ont été exprimés sous la forme:
Mz+o, avec o I’écart type et M la moyenne. Une probabilitt p<5% a été

considérée comme une différence non significative dans 1’analyse des données.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Caractérisation physique des fruits de neem
Les caractéristiques physiques des fruits de neem sont présentées par le Tableau 1.

Tableau 1: Caractéristiques physiques des fruits de nem

Sites Malkabaye Mora Moral Baoliwol
Parameétres

Poids moyen (g) * 26025+£234% 238.45:2.62° 240.19+090° 264.25:050°
Teneur enamande (%) *  5245£0.34° 51.35:034° 52.15:0.34° 5221+054°
Teneur en Pulpe (%)  47.552.50° 48.65:140° 47.85+170°  47.79+220°

Les chiffres présentant les mémes lettres en exposants sur la méme ligne indiquent que ces
valeurs ne sont pas significativement différentesa p <5%.

3.2 Caractérisation physico-chimique de la pulpe de neem

La caractérisation physico-chimique de la pulpe de neem est présentée par le
Tableau 2.

Tableau 2: Composition physico-chimique de la pulpe de neem

Sites Makabaye Mora Moral Baoliwol
Paramétres
Teneur en matiére séche (g/100g)  90.27+0,30° 8733=0.30° 87.67+0.30° 89000403
Cendres totales (g/100g MS) 0631£0.13" 08.10+0.16" 0757:0.19°> 07.26:069"

Teneur en lipides (g/100g MS) 0394:0.18" 0509£0.49° 04843025  05.52+008’
Teneur en protéines (g/100g MS)  0423+0.15¢ 04.45:035¢ 03.19:0.49%  04.342025¢
Sucres totaux (g/100g MS) 74.6320.60° 57.56£010% 201715  73.59:208°

Les chiffres présentant les mémes lettres en exposants sur la méme ligne indiquent que ces
valeurs ne sont pas significativement différentesa p <5%.
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3.3 Cinétique fermentaire
3.3.1pH

La consommation des substrats carbonés et azotés s’accompagne de la production
des métabolites acides et de 1’éthanol. Ce qui justifie la diminution du pH des différents
mo(ts au cours de la fermentation alcoolique, représenté par la figure 4.

5

4,5
4

3,5
3
525
2 ——pH=4.3 |
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1,5 ——te—pH=4.5 |-
1
0,5
0 0 50 Temps (h) 100 150

Fig. 4: Suivi du pH de la fermentation alcoolique du modt de neem

3.4 Densité du modt de fermentation

La diminution de la densité (figure 5) est observée pour les différentes valeurs de pH
(4.3, 4.7 et 4.5), ce qui peut étre expliquée par la transformation des sucres
fermentescibles en alcool et la perte de masse sous forme de CO; (Gaillard et al., 1995).
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Fig. 5: Suivi de la densité des modts de fermentation

3.5 Productivité du et degré alcoolique

La production du bioéthanol pour les différents essais de fermentation alcoolique est
présentée par le Tableau 3.

Tableau 3: Teneur en alcool des mo(ts de neem

pH Teneur en alcool
(ml/100g de MS)
431 312
Modt ajusté 451 3.0%
471 425
Mot non ajusté 5.4] 51¢

Les chiffres présentant les mémes lettres en exposants
sur la méme ligne indiquent que ces valeurs ne sont pas
significativement différentesa p < 5% .
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Les paramétres du obtenu aprés distillation sont consignés dans le Tableau 4.
Tableau 4: Degré alcoolique (% vol.) du obtenu

Parametres Valeurs
Masse volumique * (kg/md) 0.84
Température 2 (°C) 25
Alcool 3 (% vol.) 85

Le bioéthanol obtenu possede les caractéristiques suivantes: volatil, limpide (figure
6a) et inflammable (figure 6b).

a- Bioéthanol produit b- Test de combustion

Fig. 6: produit a partir de la pulpe des fruits de neem
(Laboratoire Biosciences, ENSPM, 11/2017)

3.6 Discussion

La pulpe des fruits de neem avec sa forte teneur en sucres totaux (72-73%), est donc
une source importante de production du bioéthanol. Ces teneurs sont supérieures
comparées aux teneurs en sucres totaux des modts de dattes (50-60%) (Boulal et al.,
2013).

La faible production du bioéthanol a partir de pulpe de neem serait en partie due a la
perte des protéines et des éléments nutritifs au cours du filtrage du jus. En effet, ces
éléments nutritifs sont nécessaires a la croissance et au développement des micro-
organismes.

Une faible teneur en sucres disponibles peut aussi réduire le rendement de la
production du . Cependant, 1’utilisation des enzymes comme la pectinase (Ezoua et al.,
1999) ou un prétraitement de la pulpe au préalable (Alain, 2008) permettrait d’obtenir
des rendements importants en sucres disponibles et éventuellement d’améliorer la
productivité en éthanol.

La forte production du bioéthanol a pH=5.4 et pH=4.7 comparée aux autres essais
(pH=4.5 et pH=4.3) est fortement liée aux activités de la levure Saccharomyces
cerevisiae. La baisse du pH observée lors du suivi des essais de fermentation, témoigne
d’une activité microbienne, source de production des composés acides (Ezoua et al.,
2008). Ces derniers semblent avoir un effet inhibiteur de la croissance cellulaire en
provoquant une diminution de la production de biomasse (Giannattasio et al., 2005). Ce
qui peut justifier la faible production du bioéthanol a pH=4.3 et pH=4.5.

En début de fermentation, on note une diminution rapide de pH et une augmentation
subséquente de I’acidité des différents essais de fermentation. Cette phase pourrait
correspondre a la phase de croissance des levures, se traduisant par la production des
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métabolites secondaires. L’augmentation de 1’acidité pourrait étre aussi due a la
production du CO- ou des composés acides par la levure pendant la fermentation.

Aprés 03 jours de fermentation, on observe une stabilisation des pH au niveau des
différents essais. Cela pourrait correspondre a 1’épuisement du milieu en sucres
fermentescibles ou a la saturation des milieux par des métabolites secondaires
susceptibles d’inhiber la croissance des levures ou de ralentir leur activité fermentaire
(Novidzro et al., 2013). Aussi, Ouédraogo et al. (1999) ont montré que la croissance de
Saccharomyces cerevisiae est optimale a pH=5.

La fermentation des différents essais prend fin a partir du 3iéme jour alors que

I’arrét est remarqué au Siéme jour. Cette observation est en accord avec celle de
Gbohaida et al. (2016).

De plus, La baisse de la densité observée pour les différents essais est due a une
perte de matiére (sous forme de gaz carbonique) lors de la fermentation alcoolique
(Kouakou et al., 1987) et a la transformation des sucres en bioéthanol (Ouédraogo et al.,
1999).

4. CONCLUSION

La pulpe de neem est un substrat treés riche en sucres fermentescibles, dont la
transformation par voie fermentaire est prometteuse. Cette pulpe, représente environ 48
% de la masse totale de fruit de neem, et est donc une source importante de biomasse.
La composition physico-chimique de pulpe de neem montre que les sucres totaux sont
les composants majoritaires (74% pour Makabaye et 73% pour Baoliwol). Ces sucres
peuvent donc étre transformés par des procédés biotechnologiques en bioéthanol.

Au cours des essais de fermentation alcoolique de la pulpe de neem a différentes
valeurs de pH (4.2 ; 4.5 ; 4.7 et 5.4), le meilleur taux de production du bioéthanol a été
observé a pH=5.4 (5.1 ml/100g de MS pulpe) et a pH=4.7 (4.2 ml/100g de MS pulpe).
Cette étude est la premiére a caractériser la pulpe des fruits de neem et a déterminer sa
teneur en sucres totaux en vue de sa valorisation en bioéthanol.

Des nombreuses perspectives découlent de ce présent travail a savoir: la
caractérisation des sucres contenus dans la pulpe des fruits de neem et ’optimisation de
I’extraction des sucres de pulpe des fruits de neem.
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