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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le Chili a une dépendance énergétique tres importante. 75% de son énergie est
produite par des combustibles liquides dont les 98% sont constitués de pétrole importé
(ODEPA, 2007). Ajoutés a cela I’épuisement prochain des gisements de pétrole et une
dimension écologique grandissante, il est primordial pour ce pays de multiplier ses sources

énergétiques.

Mon projet s’inscrit donc dans le cadre du projet BIOCOMSA
(http:/ /www.consotrciobiocomsa.cl/esp), un projet subventionné par le gouvernement
chilien impliquant le pdle recherche de I'Université du Chili et ayant pour but d’étudier en
profondeur la faisabilité de la production de biocombustibles a partir de biomasse ligno-

cellulosique a I’échelle nationale.

Ainsi, de trées nombreux chercheurs spécialisés dans des domaines variés (économie,
foresterie, chimie, biologie...) travaillent actuellement sur ce sujet. Mon projet traite d’une

tres infime partie de ce vaste projet.

Des échantillons prétraités suivant des résultats obtenus par un chercheur de
I'Université du Chili m’ont été confiés dans le but d’optimiser I’hydrolyse enzymatique
menant leur transformation en sucres. Ces sucres seront par la suite fermentés pour

obtenir du bioéthanol.
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- PARTIE 1 - REVISION BIBLIOGRAPHIQUE

1. LES BIOCOMBUSTIBLES

On entend par biocombustible tout combustible dérivé de la biomasse végétale ou
animale, ayant pour caractéristique commune avec les combustibles fossiles de s’utiliser
dans des moteurs sans nécessiter de modifications importantes sur ceux-la. Ils possedent
I'avantage de ne pas contenir de soufre, une des causes principales des pluies acides, et ils
ne contribuent pas a 'augmentation des émissions de COz dans Patmosphere. (Oliva,
2003).

La production de biocombustibles liquides semble étre une bonne solution de
remplacement des combustibles fossiles dont les prix ne cessent d’augmenter en raison de
la crise énergétique globale, et dont I’épuisement des réserves est imminent (Oliva, 2003).

Diminuer notre dépendance envers les produits dérivés du pétrole et assurer un
approvisionnement énergétique constant sont les principaux prérequis pour entrer dans
une démarche de développement durable dans les secteurs des transports et de I'industrie.
Les biocombustibles liquides s’annoncent donc étre une alternative intéressante pour
combler ces exigences et diversifier la matrice énergétique (Mateos, 2001).

D’autre part, au Chili, la production de biocombustibles est vue comme une nouvelle
alternative pour les terres agricoles abandonnée. Celles-ci peuvent ainsi étre reconverties
en cultures agricoles ou en plantations foresticres, créant dans ce méme temps des
emplois dans les secteurs de I'agriculture, de I'industrie et des services, principalement en
zones rurales (Oliva, 2003).

Actuellement, les biocombustibles liquides sont obtenus majoritairement a partir de
produits agricoles qui sont produits par le secteur alimentaire, sur des terres sujettes a des
forces socio-économiques différentes de celles régissant le secteur de I’énergie (Oliva,
2003).

On peut différencier deux types de biocombustibles liquides dans le secteur des
transports (Ballesteros, 2001) :

Le biodiesel : Les huiles végétales peuvent étre obtenues tant a partir de micro algues

que de plantes oléagineuses telles que le soja, le colza ou le tournesol. Elles peuvent étre

-5-
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utilisées a I’état brut sans étre raffinées, ou modifiées (au moyen de processus chimiques)
en esters méthyliques ou éthyliques (biodiesel). On les utilise dans les moteurs diesel a la
place du carburant, ou mélangé a celui-la (Ballesteros, 2001).

Le bioéthanol : I’alcool éthylique, ou bioéthanol, obtenu par fermentation de maticres
premicres riches en sucres, peut ¢tre utilisé en remplacement de I'essence dans les

moteurs, ou mélangé a 'essence pour cette méme utilisation (Ballesteros, 2001).

2. LA BIOMASSE

D’un point de vue énergétique, la biomasse est définie comme étant 'ensemble des
matieres organiques renouvelables, provenant directement d’un processus biologique. Les
sources de biomasse utilisée dans la production d’énergie sont trés variées : résidus de
I'industrie foresticre et de I'agriculture, plantations dendro-énergétiques, déchets produits

par ’homme... (Royo, 2003).
2.1. Types de biomasse

Les différents types de biomasse peuvent étre classifiés en fonction de leur origine :

- La biomasse naturelle : Produite par les écosystemes naturels, elle est la principale
source d’énergie des pays en voie de développement. Cependant, ce n’est pas la
plus adéquate pour l'exploitation massive de Iénergie, et son utilisation peut
provoquer une dégradation accélérée des écosystemes.

- Les cultures énergétiques : Il s’agit de cultures dédiées uniquement a la production
d’énergie, et non a des fins alimentaires. Dans cette catégorie, on peut en
différencier deux types. Les cultures a croissance rapide, comme 'eucalyptus ou le
peuplier, ou les cultures d’especes végétales annuelles, comme le cardon cynara
(Ballesteros, 2001).

- La biomasse résiduelle: Elle est générée par les résidus des processus de
production agricole, foresticre et industrielle. Ce type de biomasse est détaillé dans

la Figure 1.
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Sources de biomasse Types de résidus
Résidus liés au sciage : écorce, sciure, nceuds...
Résidus forestiers Résidus de I'ébenisterie : sciure, copeaux...

Résidus de plantations : feuilles, aiguilles,
branches, écorce, racines...

Coquilles, noyaux et pulpes de fruits et végétaux.
Coquille et poudre de grains secs (riz, café...)
Résidus agricoles Arbres fruitiers et vignes qui ne produisent plus.

Fumier.
Résidus de récoltes : tiges, feuilles, coquilles...
Résidus de traitement de pulpe de fruits.
Résidus industriels Résidus de production de viande.
Eaux de rincage et de cuisson de viandes et végétaux.
Graisses et huiles végétales.

Eaux usées.
Résidus urbains Ordures domestiques organiques.
Déchets organiques (bois, déchets alimentaires).

Figure 1 : Classification de la biomasse résiduelle. Source : élaboration personnelle et

FOCER (2002)

2.2. Avantages de ’utilisation de biomasse

Les principaux avantages que présente 'utilisation de biomasse pour la production
d’énergie sont d’ordre environnemental. En effet, elle permet de réduire les émissions de
COz et SOz dans Patmosphere en revalorisant les déchets. De plus, d’'un point de vue
socioéconomique, I'utilisation de biomasse peut générer des emplois en zones rurales et

éviter ’'abandon de terres agricoles.

3. LA BIOMASSE LIGNO-CELLULOSIQUE

Le terme de « biomasse » regroupe tous les types de maticre organique provenant d’un
processus biologique. Dans ce sens, la formation de biomasse végétale est due au
processus de photosynthéese qui forme des structures de haut contenu énergétique.

Les foréts représentent approximativement 27% de la superficie terrestre, faisant du

bois le principal produit extrait, avec une consommation mondiale d’environ 3.500
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millions de metres cubes par an (augmentation de 65% depuis 1960). Plus de la moitié de
cette consommation de bois est utilisée comme combustible, le reste étant utilisé dans la
production de cellulose et de papier, comme matériau de construction, ou autres
(Martinez, et al., 2005).

Un des problemes inhérents a lutilisation de biomasse ligno-cellulosique est sa
structure complexe. Le matériel ligno-cellulosique est composé essentiellement de trois

composants : les polysaccharides, 1a lignine, et les extractibles.

Composants Composants non
structurels structurels
LIGNINE inorganiques: organiques:
POLYSACCHARIDES (de 203 30%) CENDRES (<2%) EXTRACTIBLES (de 4 3 10%)
CELLULOSE HEMICELLULOSE
(de 40 3 50%) (de 203 25%)

Les pourcentages sont exprimés ici en fonction de la masse totale de bois sec et ne
sont présentés qu’a titre indicatif.

Figure 2 : Composition chimique du bois. Source : Cours de Chimie du Bois, René

CARMONA (CFCN, Universidad de Chile)

3.1. Les polysaccharides

Les polysaccharides comportent des structures de haut poids moléculaire et
représentent environ de 60 a 80% du matériel ligno-cellulosique. Les polysaccharides sont
composés de la cellulose et de ’hémicellulose (Negro, 1991).

La cellulose est la substance naturelle la plus importante produite par des organismes
vivants. Ce polymere composé exclusivement d’unités de glucose anhydre, elle est le

principal composant du bois (entre 40 et 50% de la masse seche des plantes ligneuses)
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(Sj6strom, 1993). On la rencontre généralement dans la paroi cellulaire des fibres de bois,
principalement dans la paroi secondaire, ou elle remplit sa fonction de composant
structurel (Kirk, T & Cullen, D, 1998).

Tous les modeles de structure fibrillaire de la cellulose proposés coincident en
mentionnant 'existence de régions cristallines, avec un haut degré d’ordre, et de régions

amorphes, beaucoup moins ordonnées (Macarron, 1992).

Figure 3 : Structure de la cellulose. Source : Cours de Chimie du Bois, René CARMONA
(CFCN, Universidad de Chile)

Les hémicelluloses sont composées de petites chaines de polysaccharides dont la
fonction principale est d’assurer 'union entre la lignine et la cellulose. A I’état naturel, les
hémicelluloses se rencontrent sous forme amorphe. La composition des hémicelluloses
varie en fonction de son origine. En plus du glucose, les monomeres de 'hémicellulose

peuvent étre du xylose, du mannose, du galactose, du rhamnose, ou de 'arabinose (Negro,

1991).

3.2. La lignine

La lignine est un des principaux composants de la matiere végétale. Elle représente de
20 a 30% de la masse seche du bois. La majorité de la lignine se trouve dans la lamelle
moyenne, mélangée avec les hémicelluloses et formant une matrice assurant la liaison des
microfibres de cellulose (voir figure 4). Elle offre protection et résistance aux plantes, en

évitant a la cellulose et aux hémicelluloses une exposition a hydrolyse enzymatique

-9.
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microbienne (Fengel, D & Wegener, G, 1984). En raison de ses caractéristiques
structurelles, la lignine présente une bonne résistance a la biodégradation. Ses types de
liaisons covalentes et son hétérogénéité font que la lignine ne peut pas étre dégradée par
des mécanismes classiques d’hydrolyse. En effet, quelle que soit 'enzyme ou le groupe
d’enzyme souhaitant s’attaquer a la lignine, elle doit étre extracellulaire, non hydrolytique

et suffisamment non spécifique (Davila, G & Vasquez-Dubhalt, R, 2001).

PARQI N1 LANEY]

Lemelles géndralement
visibles spris wn  [PARDi movEnneSal MEMERANT | weMRAnD  MEMBRANE
traitement gpéciol Panai o SECONDAIRE] MITOYENNL —PRIMAIRE
- EXTERNE |-
—_ 4 /

100

MICREFIBRILLES

CHAINES
de CELLULOSE

cuBe de 3015_) nallle criataliine o=

{composé d'aprés les eavaux de Fany-Wyssring, inspict des ﬂggumtionu de CLaRke {1938 et de
J. Bosnea el AL W, Garston (1952}, en grande partie. Dessing par Mle M. Aam ),

A, fibre enbiéee ; 13, cube de buis munirant les relnlions Jdes fibres ealre elles ; C, portion de la ligure B,
montrant & un lerl grossissement e délndldes parois avee, dans le schiéma perspectil, lu slruclure des Mbrilles,
micro(lbrilles, micelles, mailles micellulres, cl chalnes collulosiques.

Figure 4 : Structure fine de la paroi d’une fibre. Source : (TROUY-TRIBOULOT, 2012)
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3.3. Les extractibles

Les extractibles ne font pas partie de la structure de la paroi végétale et son en général
solubles dans des solvants neutres. Ils représentent entre 4 et 10% du poids sec du bois et
contient une tres grande variété de composés organiques : cires, graisses, alcaloides,
protéines, phénols simples et complexes, sucres simples, pectines, résines, gommes,
terpenes, etc. Ils agissent comme intermédiaires métaboliques, réserves d’énergie, ou
entrent en jeu dans les mécanismes de défense contre les attaques biologiques. Les
extractibles sont également connus pour donner au bois son odeur, sa couleur, et une

partie de sa résistance (Oliva, 2003).
3.4. Les cendres

Les cendres sont les résidus inorganiques qui subsistent apres la combustion de la
biomasse a haute température (Calcium, Potassium, Sodium, Magnésium, Fer...). Elles
représentent moins de 2% de la masse seche du bois (Oliva, 2003). Elles ne font pas

partie du matériel ligno-cellulosique.

4. ENERGIE PROVENANT DE LA BIOMASSE

Depuis l'antiquité, ’THomme utilise la biomasse comme source d’énergie renouvelable.
Depuis la découverte de I'utilisation du feu, la forme la plus commune d’utiliser I’énergie
de la biomasse a été la combustion directe, dans le but d’utiliser cette énergie pour le
chauffage, la cuisine, ou encore la production de vapeur et d’électricité. Cependant, les
avancées technologiques ont permis le développement de procédés de transformation de
biomasse en énergie plus efficaces et durables, comme par exemple 'obtention par des
moyens biochimiques de combustibles liquides ou gazeux, beaucoup plus pratiques et
efficaces (FOCER, 2002).

Les procédés biochimiques utilisent les caractéristiques biochimiques de la biomasse et
P'action métabolique de microorganismes pour la production de combustibles liquides et
gazeux. Les procédés biochimiques sont plus appropriés a la conversion de biomasse

humide que d’autres procédés, comme les procédés thermochimiques par exemple. Parmi

-11 -
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les produits obtenus par des procédés biochimiques, on peut citer le biogaz, le biodiesel,

ou encore les combustibles alcooliques (FOCER, 2002) :

La digestion anaérobique de la biomasse humide par les bactéries produit un type
de gaz combustible connu comme biogaz. Dans ce procédé, la biomasse est
déposée dans un digesteur, lequel a pour fonction de faire fermenter la biomasse.
On obtient apres quelques jours un mélange de méthane et de dioxyde de carbone.
Les digesteurs sont utilisés dans certains pays orientaux en usage domestique
(FOCER, 2002).

Le biodiesel se compose d’acides gras et d’esters alcalins, obtenus a partir d’huiles
végétales, de graisses animales et de graisses recyclées. On l'obtient grace a un
processus appelé transesterification, ou les huiles sont combinées avec de I'alcool
(éthanol ou méthanol) et s’alterent chimiquement pour former des acides gras. Le
biodiesel peut étre mélangé avec du diesel (en général on en met 20%) ou utilisé
directement comme combustible dans un moteur classique (FOCER, 2002).

Les combustibles alcooliques pouvant étre obtenus a partir de la biomasse sont le
méthanol, éthanol et le butanol. Le méthanol est produit par la fermentation des
sucres. Cette technologie a de nombreux siecles d’utilisation derricre elle.
Maintenant, I'obtention de combustibles alcooliques est percue comme une

alternative potentielle a I'utilisation des combustibles fossiles (FOCER, 2002).

5. L’ETHANOL

De la biomasse, on peut obtenir différents types de produits pour la génération

d’énergie. Un des plus importants est éthanol. Il est utilisé comme combustible liquide

principalement dans des pays comme le Brésil, les Etats-Unis d’Amérique ou encore la

Suede (Ballesteros, 2001).

Le bioéthanol s’obtient par fermentation de mati¢res premicres sucrées avec un degré

d’alcool initial de 10 a 15% pouvant étre concentrées plus tard par distillation, jusqu’a

obtention d’alcool hydraté. Ensuite, par un procédé spécial de déshydratation on obtient

de Palcool pur. Les maticres premicres que 'on utilise pour produire du bioéthanol

doivent étre des produits hydrocarbonés de faible cout, susceptibles de fermenter

-12 -
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directement ou par un procédé d’hydrolyse (Mateos, 2001). Le bioéthanol utilisé de nos
jours est principalement produit a partir de canne a sucre et d’amidon de mais.
Cependant, P’extraction biomasse ligno-cellulosique a partir d’autres types de plante est a
Pessai, par exemple en Suede, au Canada et en Espagne. Le processus d’obtention de
I’éthanol a partir de biomasse ligno-cellulosique est plus complexe que son obtention a
partir de sucre et d’amidon, bien que cette maticre premicre ait un cout plus faible. Un
meilleur rendement, une plus faible demande d’énergie et I'utilisation d’enzymes plus
efficaces provoquent directement une baisse de ce cout. La recherche scientifique ceuvre
actuellement en ce sens (Ohgren, K, Vehmaanpera, J, Siika-Aho, M, Galbe, M, Viikari, L,
& Zacchi, G, 20006).

Plusieurs voies sont possibles pour passer du matériel ligno-cellulosique au bioéthanol.
Ces différents procédés, mis en ceuvres apres un prétraitement de la maticre premicre,
peuvent étre classés en deux groupes :

- Les procédés en deux étapes: On réalise d’abord une hydrolyse chimique ou
enzymatique des sucres fermentables, a la suite de quoi on transforme ces sucres
en éthanol grace a des microorganismes, comme les levures.

- Les procédés en une étape : L’hydrolyse et la fermentation se réalisent en une seule
étape (Mateos, 2001).

v

BIOMASSE LIGNO-CELLULOSIQUE 1

Procédés en 2 étapes l— Procédésen 1 étape —l
Hydrolyse Hydrolyse Fermentation Procédé Fermentation
acide enzymatique monoculture SFS co-culture
Sucres  |e Organisme Cellulase Organisme

I cellulolytique t cellulolytique
Bacteérie ou
Bactérie ou levure
levure |
L ETHANOL {

(Procédé SES : Saccharification et Fermentation Simultanées)

Figure 5 : Types de procédés de transformation de la biomasse ligno-cellulosique en éthanol.

Source : Mateos, 2001
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Parmi les technologies qui existent pour transformer de la biomasse en bioéthanol,
celles basées sur une hydrolyse enzymatique sont les plus prometteuses, en raison des
bons rendements potentiels. Bien que les procédés d’hydrolyse enzymatique soient
relativement récents, la derniére décennie a vu naitre de bons résultats dans ce domaine.
Cependant, il existe toujours la possibilit¢é d’apporter des innovations permettant
d’optimiser le rendement, la productivité et de diminuer les couts énergétiques (Oliva,
2003).

Malheureusement, la structure complexe de la biomasse ligno-cellulosique rend
I’hydrolyse compliquée, en comparaison avec ’hydrolyse de 'amidon ou du sucre. Pour
cela, un prétraitement est indispensable. Pour obtenir un bon rendement en éthanol, les
prétraitements doivent rendre la cellulose plus accessible aux enzymes, sans dégrader les
sucres. Il est donc important de privilégier des prétraitements qui augmentent le
rendement de sucres fermentables et qui limitent les produits de dégradation (Sun &

Cheng, ], 2002).

6. PRETRAITEMENTS DE LA BIOMASSE LIGNO-
CELLULOSIQUE

Le procédé de production d’éthanol débute par un prétraitement du matériel ligno-
cellulosique ayant pour but de diminuer le degré de cristallinité de la cellulose et
augmenter le pourcentage de cellulose amorphe, laquelle est plus sensible a ’hydrolyse. Le
processus d’hydrolyse se charge ensuite de rompre les polymeres de cellulose et les met
sous formes de monomeres, pour étre ensuite transformés en éthanol par fermentation
(Sanchez, O & Cardona, C, 2005).

Pour étre valables, les prétraitements doivent répondre a une série de conditions. IIs
doivent par exemple consommer peu d’énergie, avoir un cout financier assez faible,
utiliser des réactifs facilement récupérables, et doivent également d’appliquer aisément a

plusieurs substrats différents (Sanchez, O & Cardona, C, 2005).

Les prétraitements sont absolument indispensables pour l'obtention d’¢éthanol a
partir de matériel ligno-cellulosique, car ils augmentent de maniere considérable les

rendements de I’hydrolyse de la cellulose. Certaines études indiquent que ces rendements
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peuvent augmenter de 20%, jusqu’a des valeurs théoriques supérieures a 90% (Sun &

Cheng, ], 2002).

La Figure 6 détaille les types de prétraitement les plus utilisés.

Types de prétraitements

Physiques Physico-chimiques Chimiques Biologiques
. . L. L Traitement a Traitement avec
Trituration mécanique Explosion a vapeur .
I'eau chaude des mycetes

Explosion a vapeur

. Oxydation humide
avec de I'ammoniac

Radiation de haute énergie

Explosion au CO2 Traitement a I'ozone

Hydrolyse a I'alcali

Traitement avec des
solvants organiques

Traitement a
I'acide dilué

Figure 6 : Types de prétraitements. Source : Elaboration personnelle, et (Sanchez, O &

Cardona, C, 2005)

Dans le cas des prétraitements biologiques, le matériel ligno-cellulosique est
soumis a laction de champignons de pourriture blanche, brune ou molle. Les
champignons de pourriture blanche attaquent la lignine et les hémicelluloses, aidant ainsi a
supprimer les barrieres qui protegent la cellulose, et rendant ainsi plus facile I'acces des
enzymes dans le processus d’hydrolyse (Fan, L, Gharpuray, M, & Lee, Y, 1987).

Les avantages que présente le prétraitement biologique sont le bas cout
énergétique et le faible impact sur 'environnement. Comme inconvénient, on note que ce
prétraitement est lent, ce qui augmente le cott du procédé (Hamelinck, C, Hooijdonk, G,

& Faaij, A, 2003).
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7. CHAMPIGNONS DE POURRITURE BLANCHE

On appelle champignons de pourriture blanche des organismes s’alimentant de
cellulose, d’hémicelluloses et de lignine en décomposant leurs molécules. Le nom de
« pourriture blanche » provient du fait que le bois attaqué par celle-ci prend une couleur

blanche (voir Figure 7).

Figure 7 : Agents de pourriture blanche ou fibreuse (Basidiomycétes a action ligninolytique

puis cellulolytique). Source : (TROUY-TRIBOULOT, 2012)

Cette couleur blanche provient du fait que ce type de champignon attaque en
premier lieu la lignine. La lignine donnant sa couleur au bois, les autres composants
apparaissent donc plus pales. Apres une telle attaque, le bois a une teneur en cellulose plus
importante, présente un aspect fibreux et a une densité moindre (Akhtar, Blanchette, R, &
Kent, T, 1997).

Les champignons de pourriture blanche appartiennent a une catégorie de
champignons appelés Basidionycétes. La principale caractéristique de ces champignons est
leur capacité a attaquer tous les composants de la paroi cellulaire, réalisant des attaques sur
les polysaccharides et la lignine. Cependant, certains champignons ont la particularité de
dégrader la lignine en beaucoup plus grandes proportions, ce qui en fait des champignons
intéressants pour les procédés industriels ou la lignine est vue comme un composé

phénolique devant étre modifié¢ ou éliminé (Micales, 2001).
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Les agents de pourriture blanches s’attaquent autant aux bois de coniféres quaux
bois de feuillus. Les hyphes du champignon s’introduisent dans le lumen de chaque
cellule, colonisant en premier lieu les cellules des rayons de parenchyme, pour ensuite
s’étendre a travers les ponctuations et perforations de la paroi cellulaire. Le processus de
dégradation de la paroi de la cellule débute aussitot que sont épuisés les nutriments

facilement métabolisables (Kuhad, Singh, A, & Eriksson, K, 1997).

8. L’HYDROLYSE

L’hydrolyse est un procédé dans lequel la cellulose est fractionnée dans le but
d’obtenir des monomeres de sucres élémentaires (principalement des glucoses, et quelsues

pentoses) (Negro, 1991).

L’ensemble des sucres obtenus par hydrolyse peuvent étre utilisés dans différents
procédés industriels. Raffinés, ils peuvent étre destinés a Iindustrie alimentaire en
produisant des fructoses grace a un processus d’isomérisation, ou utilisés comme
substrats dans des processus de fermentation pour produire de ’éthanol, de la biomasse

microbienne, des bio-polymeres, du butanol, ou encore de I'acétone (Macarron, 1992).

Il existe deux grands types d’hydrolyse : I’hydrolyse acide et 'hydrolyse enzymatique.
La plus communément utilisée est I’hydrolyse acide, dans laquelle, en théorie, n’importe

quel acide pourrait étre utilisé (Badger, 2002).
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CH,OH
H A O HCH,OH 0. H
OH * HO
OH 0— \ MO/, oH
H COH OH  H
LW
Sacchamse
l [Enzyme] au [acide]
CH,OH
0
Ay H CHOH 0. H
OH *
OH OH HO;H HO;CHEOH
H o OH OH H
L LW
Glucose Fructose

Figure 7 : Réction d’hydrolyse. Source : Cours de Chimie du Bois, René CARMONA
(CFCN, Universidad de Chile)

8.1. L’hydrolyse acide

Selon Oliva (2003), 'hydrolyse acide est le procédé le plus étudié dans le cadre de la
production d’éthanol. Déja connu dans les années 1820, il a connu une explosion durant
le Seconde Guerre Mondiale, période durant laquelle la pénurie de pétrole a forcé la

production d’éthanol a partir du bois.

L’hydrolyse acide consiste en une réaction chimique utilisant des catalyseurs acides
comme l'acide chlorhydrique, sulfurique, phosphorique, nitrique ou formique, les acides
chlorhydrique et sulfurique étant les seuls a étre utilisés a échelle industrielle. Bien que ces
acides soient des agents puissants pour hydrolyser la cellulose, leur toxicité et leur
corrosivité les rendent dangereux et obligent a utiliser des réacteurs fortement résistants a
la corrosion. De plus, les acides doivent étre récupérés a la fin de la réaction pour que le
procédé soit plus viable d’'un point de vue environnemental et économique (Romano, S,

Gonzales, E, & Laborde, M, 2005).

On note que deux types d’hydrolyse acide existent: I’hydrolyse acide diluée et

I’hydrolyse acide concentrée (Negro, 1991).
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8.2. L’hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique de la cellulose est une réaction catalysée par un ensemble
d’enzymes, typiquement appelées cellulases, produites par des champignons ou des
bactéries. Ces enzymes dégradent la cellulose, détruisant ses chaines complexes en
monomeres simples. Les cellulases de type fongique sont les plus étudiées, en raison de la

capacité qu’ont ces organismes a générer des enzymes en grande quantité.

Contrairement a I’hydrolyse acide, I’hydrolyse enzymatique est spécifique. Les
enzymes, appelées hydrolases attaquent donc spécifiquement certaines liaisons d’une
molécule. Dans I’hydrolyse enzymatique de la cellulose, trois types d’hydrolases entrent en

jeu (Montenecourt, B & Eveleight, D, 1979) :

- la ﬂ -glucosidase hydrolyse le cellobiose et les cellodextrines en glucose.

- L’endo-fF-glucanase rompt la cellulose au niveau des zones amorphes, générant

ainsi de nouvelles extrémités de chailnes

- Lexo-(-glucanase agit sur les extrémités libres des chaines de cellulose pour
libérer du glucose, du cellobiose et des cellodextrines.
Ces trois hydrolases agissent en synergie lors de I’hydrolyse de la cellulose. Cette

synergie se résume de la manic¢re suivante : les endoglucanases attaquent les régions

amorphes de la cellulose, créant ainsi des espaces pour que les exoglucanases puissent se
diriger vers les zones cristallines. Enfin, les [5-glucosidases viennent cloturer ’hydrolyse,

formant une accumulation de cellobiose qui finit par inhiber les endoglucanases et

exoglucanases (Béguin, 1990).
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Figure 8 :Mode d’action des cellulases sur les fibrilles de cellulose, source : (Ballerini)

L’hydrolyse enzymatique présente plusieurs avantages par rapport a I’hydrolyse
acide: il s’agit d’'un procédé respectueux de lenvironnement, offrant la possibilité
d’atteindre d’assez bons rendements. De plus, son cott est faible, comparé aux procédés

acides (Romano, S, Gonzales, E, & Laborde, M, 2005).
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- PARTIE 2 - MATERIEL ET METHODE.

1. INTRODUCTION : OBJECTIFS DE L’ETUDE.
1.1. Objectif général

Différents types de substrats ont été prétraités par un chercheur lors d’'une étude
précédente. Ces substrats sont le Lenga (Nothofagus pumilio), le Pin de Monterey (Pinus

radiata), le mais et le blé.

Mon objectif est d’optimiser ’hydrolyse enzymatique qui suit le prétraitement dans

le but d’obtenir le meilleur rendement possible (voir Figure 8).

Matériel ligno-cellulosique —q Substrat prétraité k:-; Sucres é Ethanol

Figure 9 : Processus total de transformation du matériel ligno-cellulosique en éthanol

1.2. Objectifs spécifiques

Déftinir les variables entrant en jeu dans l’hydrolyse enzymatique pouvant étre

facilement modifiées.

Les sucres réducteurs produits par ’hydrolyse sont des réactifs pour I'étape de
fermentation. Ainsi, meilleur sera le rendement en sucres réducteurs lors de hydrolyse,
meilleur sera le rendement du processus total. Un objectif est donc de jouer sur les
variables choisies pour obtenir le meilleur rendement en sucres réducteurs possible. 1l
serait également intéressant d’établir une relation générale de cause a effet entre la

modification de chaque variable et le rendement de ’hydrolyse.
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2. MATERIEL

2.1. Substrats

Quatre types de substrats prétraités ont été mis en ma possession: le Lenga
(Nothofagus pumilio), aussi appelé « hétre de la Terre de Feu », le Pin de Monterey (Pinus

radiata), aussi appelé « Pin insigne », le mais et le blé.

Ces substrats ont été broyés, et certains ont été prétraités. Tous les substrats ont été
broyés avant le prétraitement. Ils ont donc une granulométrie de type « pin-chips » formée
par un moulin de la marque Condux Werk®, modele LHM 20116. Ces particules ont été
tamisées, pour finalement n’obtenir que des « pin-chips » correspondant a des particules
d’environ 1 mm d’épaisseur, de 1 a 3 mm de largeur et de 5 mm de long (a un

pourcentage d’humidité de 11%).

2.2. Prétraitement

Les différents types de substrats qui m’ont été transmis n’ont pas été prétraités de la

méme manicre. On peut ainsi différencier six différents types de substrats :
A i Lenga traité par le Ganoderma applanatum sur une durée de 60 jours.
B : Lenga traité par le Ceriporiopsis subvermispora sur une durée de 45 jours.
C : Pin de Monterey traité par le Ceriporiopsis subvermispora sur une durée de 45 jours.
D : Mais traité par le Ganoderma applanatum sur une durée de 25 jours.
E : Mais non prétraité

F : Blé non prétraité
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2.3. Enzymes

Les enzymes utilisées dans le processus d’hydrolyse enzymatique correspondent a
un complexe enzymatique de cellulases agissant en synergie. Voici pour chacun des trois

types les enzymes utilisées :

- [-glucosidase : (EC 3.2.1.21)
- Endo--glucanase : 3 -(1,4)-glucanglucanohydrolase (EC 3.2.1.4.)
- Exo-f-glucanase:
a) [0-(1,4)-glucancelobiohydrolase (EC 3.2.1.91.) Cellobiohydrolase (CBH)

b) [5-(1,4)-glucanglucanohydrolase (EC 3.2.1.74.) Glucohydrolase (GGH)

Les enzymes ont été achetées au laboratoire SIGMA-ALDRICH® et leurs noms
commerciaux sont Celluclast® 1,5 (C2730), cellulase liquide obtenue par fermentation
du champignon Trichoderma reesei, et Novozyme®188 (C6105), cellulase obtenue par

fermentation du microorganisme Aspergillus niger.
2.4. Réactifs

La réalisation de I’hydrolyse enzymatique requiert de l'acide acétique et de l'acétate

de sodium pour préparer une solution tampon de pH 5.

Pour la mesure des sucres réducteurs, on doit préparer un réactif avec de I'acide
dinitrosalicylique (DNS) (voir Annexe 1), en utilisant de l'acide 3,5-dinitrosalicylique
(DNS) (10,6g), de 'hydroxyde de sodium (19,8¢), du sel de Seignette (tartrate double de
sodium et de potassium) (306g), du phénol (7,6mL) et du métabisulfite de sodium (8,3g)
mélangés a 1416 mL d’eau distillée, bien que la courbe de calibrage se réalise avec du

glucose anhydre.

La mesure du glucose est réalisée en utilisant un kit commercial basé sur 'enzyme
glucose oxydase peroxydase (provenant du laboratoire RANDOX®), lequel compte deux
réactifs : le réactif A, composé de tampon phosphate, 4-aminophenazone, phénol, glucose

oxydase, peroxydase, et le réactif B ou standard composé de glucose (voir Annexe 2).
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2.5. Equipement et matériel de laboratoire

Les hydrolyses enzymatiques ont été réalisées au Laboratoire de Biodétérioration et
Préservation du Département d’Ingénierie du Bois de 'Université du Chili. Voici la liste

des équipements et matériel utilisés lors de la réalisation de ces hydrolyses :
- pH-metre
- Agitateur-incubateur orbital (« shaker »)

- Tubes Falcon® de 50 mL

- Instruments et matériel de laboratoire courants

La détermination des sucres réducteurs et du glucose a été réalisée au Centre
d’Ingénierie Biochimique et de Biotechnologie de la Faculté de Sciences Physiques et

Mathématiques de 'Université du Chili. Le matériel utilisé est le suivant :
- Spectrophotometre Ultrospec®, modele 3000 (UV-visible)
- Centrifugeuse de tubes Eppendorf®
- Lecteur de microplaques Anthos®, modele 2010

- Instruments et matériel de laboratoire courant

3. METHODE
3.1. L’hydrolyse enzymatique

3.1.1. Principe de I’hydrolyse

L’hydrolyse enzymatique est réalisée sur les « pin-chips ». Pour cela, on se¢che les
substrats dans une étuve a 103 £ 2°C durant 24 heures. On profite de cette opération

pour déterminer P’humidité des substrats avant séchage, grace a ’équation 1 :

H(%) = (’"’jn;’”") x 100 (1)

0
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Les solutions enzyme-substrat se préparent a 10% (masse/volume) de « pin-chips »
seches ou I'on applique une charge enzymatique totale correspondant a 25 FPIU/g sec de

« pin-chips », en utilisant les enzymes commerciales Celluclast® 1,51 et Novozyme® 188.

Dans des tubes Falcon® de 50 mL, on ajoute une certaine quantité de « pin-chips »

humide, puis le complexe enzymatique composé des cellulases commerciales (endo-[3 -

glucanases, exo-f3-glucanases et [3-glucosidase) et le tampon acétique de pH 5, pour

finalement obtenir 10 ml. au total.

Les tubes Falcon® sont placés dans un agitateur orbital (« shaker ») a la fréquence

de 250 rotations par minute.

3.1.2. Définition des variables

Pour optimiser cette étape d’hydrolyse, on doit définir des variables sur lesquelles
jouer pour obtenir différents résultats, pour finalement trouver la combinaison de

variables menant au meilleur rendement.

Les parametres pouvant varier lors de la réaction d’hydrolyse sont nombreux :
fréquence de rotation de Dagitateur orbital, quantit¢é d’enzymes, charge de substrat,

température de réaction, temps de réaction...

La réaction d’hydrolyse ayant un certain cout, et ayant également été soumis a des
contraintes de temps, il a été impossible de faire varier tous ces parametres. 1l a fallu

choisir les bons parameétres a faire varier, et leur fixer des valeurs précises et intéressantes.

J’ai finalement choisi de faire varier les parameétres suivants : quantité d’enzymes,
charge de substrat, température et temps de réaction. D’aprés le professeur René
Carmona, la fréquence de rotation de Dagitateur orbital n’aurait qu’une tres faible
incidence sur le rendement de ’hydrolyse. C’est pourquoi j’ai choisi de ne pas traiter ce

parametre comme une variable, mais de le fixer a 250 rotations par minutes.

Pour les autres variables, des travaux réalisés auparavant au sein de ’'Université du
Chili pour ce méme projet Biocomsa ont pu m’aider a les fixer (¢tudes réalisées par

Consuelo FRITZ, chercheuse a 'Université du Chili).
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Finalement, jaurai choisi d’effectuer chaque test avec quatre concentrations
d’enzymes différentes, car ce parametre me parait avoir une relation directe avec le
rendement. En effet, plus les enzymes sont présentes, et plus ’hydrolyse devrait se faire
rapidement et de maniere complete. Les quatre concentrations d’enzymes choisies sont

les suivantes : 15 FPIU/g ; 20 FPIU/g ; 25FPIU/g ; 30 FPIU/g

Les autres variables seront fixées de la maniere suivante pour chaque groupe (le

contenu des groupes, de A a I, est détaillé dans la partie 2.2. de la Partie 2) :

Cas testés
Groupes A,BetC
1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température de la réaction (°C) 40 50 40 50
Temps de la réaction (h) 70 43 70 43
Cas testés
Groupe D
1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température de la réaction (°C) 40 10
Temps de la réaction (h) 43 43
Cas testés
GroupesEetF
1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température de la réaction (°C) 50 50
Temps de la réaction (h) 24 24

Les valeurs des trois variables ont été choisies plus faibles dans le cas du mais et du
blé (groupes D, E et F), car ces deux substrats ont un taux de lignine tres largement
inférieur au bois. En effet, le blé a un taux de lignine d’environ 1,2 % (Arbouche, 2010),

et le mais de 0,1 % (FAO, 1993), contrairement a un taux de 20 a 30 % dans le bois
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(Cours de Chimie du Bois, René Carmona). La cellulose est donc beaucoup plus

accessible par les enzymes, et ’hydrolyse peut se produire plus aisément.

Mes hypothéses avant DPexpérimentation sont que l’hydrolyse se ferait plus
rapidement et de manicre plus complete avec plus de réactifs (proportion de substrat),
une température plus haute et une durée de réaction plus longue. Pour cela, abaisser les
valeurs de ces variables dans le cas du blé et du mais devrait pouvoir permettre d’obtenir
des résultats plus homogenes avec ceux obtenus dans le cas du bois de Lenga ou de Pin

de Monterey.

3.2. Détermination de la quantité de sucres réducteurs

Une fois la durée de ’hydrolyse écoulée, on préleve 1 mL de chaque tube Falcon®,
en prenant bien la précaution de n’extraire que la fraction liquide. Cet extrait est placé
dans un tube Eppendorf®. Ces tubes sont alors centrifugés a 10.000 rotations par
minutes durant deux minutes. L.a phase du dessus est utilisée pour mesurer la quantité de
sucres réducteurs selon la méthode de Tacide dinitrosalicilique (DNS) (Miller, 1959)

adaptée au format de microplaques de 96 cavités.

On place un mélange de substrat-DNS équivalent a une dilution 1 : 2 dans chacune
des cavités de la microplaque thermorésistante. Cette plaque est ensuite placée a 100°C
durant 10 minutes, puis refroidie dans un bain glacé pour suspendre la réaction. On utilise
une cuve de 50 plL et on mesure 'absorbance a 550 nm grace a un lecteur de plaques
Anthos, modele 2010. Lorsque les valeurs d’absorbance relevées sont trop importantes, il

est possible de diluer les solutions avec de I’eau distillée.

Pour traduire les valeurs d’absorbance en concentration de sucres réducteurs
(exprimée en g/L), il faut utiliser une courbe de calibrage. Celle-ci se prépare avec une
solution de D(+)-glucose, donc la linéarité est bonne entre 0,2 g/L et 1 g/L (coefficient

de corrélation de 0,99). Cette courbe est présentée dans la Figure 10.
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Figure 10 : Courbe de calibrage pour la détermination de la quantité de sucres

réducteurs

La formule utilisée pour le calcul est la suivante :

Sucres réducteurs (g/L) = 22omesurée * ¢ 2)

Avec:
- Sucres réducteurs : quantité totale de sucres obtenue, en g/L.
- ABSmesurée : absorbance de I’échantillon a 550 nm de longueur d’onde.
- m: pente de la courbe de calibrage.

- c:ordonnée a l'origine de la courbe de calibrage.

Finalement, en remplacant les valeurs obtenues sur la courbe de calibrage, la

formule devient :

ABSmesurée +0,0739 3)
1,0998

Sucres réducteurs (g/L) =
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3.3. Détermination de la quantité de glucoses

D’apres les objectifs fixés pour ce projet, la détermination du taux de sucres
réducteurs suffiraient a évaluer le rendement de la réaction. Cependant, le principal sucre
a partir duquel est formé I’éthanol est le glucose. Sachant cela, des financements ont été
apportés par les décideurs du projet Biocomsa pour déterminer également le taux de
glucose obtenus suite a ’hydrolyse. En effet, d’autres personnes travaillant sur d’autres
parties du projet Biocomsa nécessitent les taux de sucres réducteurs tout comme ceux de
glucose pour estimer plus précisément la quantité de bioéthanol pouvant potentiellement
étre produite a partir de la biomasse ligno-cellulosique a I’échelle nationale du Chili. II a

donc fallu déterminer ce taux de glucose.

Pour estimer cette quantité de glucose, on prend une dose de 10 uL. de liquide de
chacun des tubes Eppendorf® contenant les produits de Ihydrolyse précédemment
centrifugés. On mélange ensuite ces 10 uL. a 1000 uL de réactif fourni dans le kit

commercial de glucose (réactif A) dans une cuvette en plastique de capacité 1,5 mL.

Les cuvettes sont placées durant 25 minutes a température ambiante (environ
25°C). Ensuite, on ajoute deux cuvettes, 'une contenant seulement le réactif du kit
(réactif A), et 'autre les réactifs A et B, selon le protocole fourni dans le kit et détaillé

dans I’Annexe 3.

La mesure se fait avec un spectrophotometre Ultrospec®, modéle 3000, dans
lequel on mesure 'absorbance pour une longueur d’onde de 500 nm. Les mesures se font

en relation avec ’absorbance du réactif A.

La formule utilisée pour déterminer la concentration de glucose est la suivante :

Glucose (g/L) = ABSmesuree. (4)

ABSstandard

Avec :
- Glucose : quantité totale de glucoses obtenue, en g/L.
- ABSmesurce : absorbance de I’échantillon a 500 nm de longueur d’onde.

- ABSstndard : absorbance du mélange des réactifs A et B a 550 nm.
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- PARTIE 3 - PRESENTATION ET ANALYSE
DES RESULTATS.

Afin de ne pas baser mes résultats sur une seule valeur, j’ai décidé de réaliser chaque
test sur 5 échantillons identiques. Chaque valeur exprimée ici dans les résultats est donc

en réalité la moyenne faite sur 5 échantillons.

Pour éviter une surcharge dans le corpus, seuls les graphiques y sont exposés. Les

tableaux de valeurs sont présentés en annexe (Annexe 3).

1. SUCRES REDUCTEURS

1.1. Groupe A

Le groupe A correspond aux échantillons de Lenga traités par le Ganoderma
applanatum sur une durée de 60 jours. Les quantités de sucres réducteurs obtenues pour

chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

B enzymes: 15 FPIU/g

B enzymes: 20 FPIU/g
W enzymes: 25 FPIU/g

B enzymes: 30 FPIU/g

Figure 11 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe A (en mg/mlL)
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L’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température ("C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48

On remarque déja que de manicre générale, plus la quantité de substrat hydrolysé est
importante, plus la quantité de sucres réducteurs produits est importante. En doublant la
quantité de substrat utilisé (on passe de 5% a 10%), on double quasiment la quantité de

sucres réducteurs obtenus.

Cependant, bien que cette quantité de sucres obtenus augmente aussi avec la
concentration d’enzymes utilisées, ce parametre agit de maniere beaucoup plus faible sur
le rendement. En effet, pour les tests de références 1, 2 et 4, en doublant la quantité
d’enzymes, la quantité de sucres obtenus augmente seulement de 8% (référence 2) a 21%
(rétérence 1). Dans le cas du test de référence 3, cette quantité de sucres diminue méme

de 9%.

Aussi, on constate que la production de sucres est tres 1égerement plus importante
lorsqu’a parameétres égaux, la réaction se passe a température plus haute sur une durée
plus courte. La température semble donc affecter de manic¢re plus importante le

rendement que le temps de réaction.

Finalement, on trouve que le résultat le moins satisfaisant est obtenu lorsque la
concentration en enzymes est la plus faible (15 FPIU/g), que la proportion de substrat est
la plus faible (5%), et que la température est la plus faible (40°C). Le résultat le plus
satisfaisant est obtenu pour la concentration en enzymes la plus haute (30 FPIU/g), la

proportion de substrat la plus forte (10%), et la température la plus haute (50°C).

-31 -



- PARTIE 3 - PRESENTATION ET ANALYSE DES RESULTATS.

1.2. Groupe B

Le groupe B correspond aux échantillons de Lenga traités par le Ceriporiopsis
subvermispora sur une durée de 45 jours. Les quantités de sucres réducteurs obtenues pour

chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

50

B enzymes: 15 FPIU g
B enzymes: 20 FPIUS g
B enzymes: 25 FPIU g

B enzymes: 30 FPIU/g

Figure 12 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe B (en mg/mL)

Les références placées sur I'axe des abscisses correspondent aux mémes références

que dans le cas du groupe A.

Ces résultats sont plutot différents de ceux trouvés pour le groupe A. En effet, bien
que les résultats les plus faibles soient obtenus également pour de faibles quantités de
substrat et de basses températures, on remarque que plus la concentration en enzymes est

élevée, et plus faible est la quantité de sucres obtenue.

Cela pourrait s’expliquer par le fait que le champignon utilisé lors du prétraitement
ait été différent. Si ce champignon a détruit la lignine plus efficacement, les enzymes ont
pu rapidement finir de détruire les chaines de cellulose et ont pu commencer ensuite a
détruire les sucres (présence de glucohydrolases). Ainsi, I'utilisation d’une quantité
d’enzymes trop importante pourrait réduire le rendement en sucres réducteurs. Lorsque
beaucoup de substrats sont utilisés et que la température est trop haute, on peut constater

ce méme phénomene. C’est ce que 'on observe entre les tests de références 3 et 4.
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1.3. Groupe C

Le groupe C correspond aux échantillons de Pin de Monterey traités par le
Ceriporiopsis subvermispora sur une durée de 45 jours. Les quantités de sucres réducteurs

obtenues pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

50

W enzymes: 15 FPIU/g

B enzymes: 20 FPIU/g
B enzymes: 25 FPIU/g
W enzymes: 30FPIU/g

Figure 13 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe C (en mg/mlL)

Les références placées sur I'axe des abscisses correspondent aux mémes références
que dans le cas des groupes A et B. I’absence de valeur pour la référence 4 avec une
concentration en enzymes de 15 FPIU/g est due a une erreur de manipulation et au

manque de temps nécessaire pour renouveler cette manipulation.

Le groupe C semble combiner les résultats obtenus. En effet, les échantillons étant
également été traité par le Ceriporiopsis subvermispora, on pourrait s’attendre a des résultats
identiques a ceux obtenus pour le groupe B. Cependant, il se trouve que le Pin de
Monterey possede plus de lignine que le Lenga (PROTA, 2011). Il n’est donc pas absurde
de penser que le champignon a détruit un peu moins la lignine, ce qui finalement a
empéché les enzymes de détruire la totalité de la cellulose puis le glucose. On obtient
donc en fin de comptes des résultats assez proches de ceux obtenus pour le groupe A.
Pour résumer, le fort taux de lignine du Pin de Monterey aurait pu compenser la forte

puissance d’attaque du Cerjporigpsis subvermispora.
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1.4. Groupe D

Le groupe D correspond aux échantillons de mafs traités par le Ganoderma applanatum
sur une durée de 25 jours. Les quantités de sucres réducteurs obtenues pour chacun des

cas sont exprimées dans le graphique suivant.

25
20
15 B enzymes: 15 FPIUSg
B enzymes: 20 FPIU/ g
10 - M enzymes: 25 FPIU/g
W enzymes: 30 FPIU/g
5 -
ﬂ -
1 2

Figure 14 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe D (en mg/mL)

L’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence

Proportion de substrat (%)

BlE&|[wn | m

1

3
Température ("C) 40

48

Temps (h)

Le mais ayant un taux de lignine trés faible, il est normal que le prétraitement n’ait
duré que 25 jours. Malgré ce temps tres faible, on peut deviner que la valeur assez basse
du test de référence 2 avec une concentration enzymatique de 30 FPIU/g est due au fait
que les enzymes ont commencé a s’attaquer aux sucres apres avoir détruit la cellulose,

comme I'explique ’hypothése émise dans la partie présentant les résultats du groupe B.

Mis a part ce constat, on remarque logiquement que la quantité de sucres obtenus

augmente avec la proportion de substrat mise en jeu.
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1.5. Groupe E

Le groupe E correspond aux échantillons de maifs non prétraités. Les quantités de

sucres réducteurs obtenues pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

25

M enzymes: 15 FRIU/ g

N enzymes: 20 FPIU,/g
M enzymes: 25 FPIU/g

W enzymes: 30 FRIU/ g

Figure 15 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe E (en mg/mL)

I’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence 1 2

Proportion de substrat (%) 3 5
Température (°C) 50 50
Temps (h) 24 24

On notera que pour une quantité de substrat de 3%, la différence se fait sentir entre
les résultats donnés par le mafis traité et non traité. Cependant, en moyenne, le mais non
traité ne produit que que 13% de sucres en moins par rapport au méme mais prétraité. La
faible influence de ce prétraitement pour le mais s’explique a nouveau par sa trés faible

teneur en lignine (0,1% (FAO, 1993)).
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1.6. Groupe F

Le groupe F correspond aux échantillons de blé non prétraités. Les quantités de

sucres réducteurs obtenues pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

20
18
16
14
12 W enzymes: 15 FPIU/g
10 B enzymes: 20 FPIU/g
8 M enzymes: 25 FPIUJ/g
& W enzymes: 30 FPIUJ/ g
a
2
o
1 2

Figure 16 : Quantité de sucres réducteurs obtenus par le groupe F (en mg/mL)

Les références placées sur 'axe des abscisses correspondent aux mémes références

que dans le cas du groupe E.

Les résultats trouvés pour le groupe F sont trés comparables a ceux trouvés pour le
gr
groupe E. Cela peut aisément s’expliquer par le fait que le blé, tout comme le mais,

possede un taux de lignine faible (1,2% (Arbouche, 2010)).
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2. GLUCOSE

Les résultats trouvés sur le glucose sont exposés dans cette partie car leur
¢laboration a fait partie de mon travail au sein du projet Biocomsa. Cependant, ’analyse
ne faisant pas partie de mes objectifs, elle ne sera pas abordée. Tout comme dans la partie
précédente consacrée aux sucres réducteurs, les tableaux de valeurs seront donnés en

annexe (Annexe 3).

2.1. Groupe A

Le groupe A correspond aux échantillons de Lenga traités par le Ganoderma
applanatum sur une durée de 60 jours. Les quantités de glucose obtenues pour chacun des

cas sont exprimées dans le graphique suivant.

10

N Sériel

N Série2

N Série3

N Séried

1 2 3 4

Figure 17 : Quantité de glucose obtenu par le groupe A (en mg/mL)

I’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température ("C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
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2.2. Groupe B

Le groupe B correspond aux échantillons de Lenga traités par le Ceriporiopsis
subvermispora sur une durée de 45 jours. Les quantités de glucose obtenues pour chacun

des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

16

14

12

10 M Sériel

M 5érie2

[ S5érie3

M Séried

1 2 3 a

Figure 18 : Quantité de glucose obtenu par le groupe B (en mg/mL)

Les références placées sur 'axe des abscisses correspondent aux mémes références

que dans le cas du groupe A.

2.3. Groupe C

Le groupe C correspond aux échantillons de Pin de Monterey traités par le
Ceriporiopsis subvermispora sur une durée de 45 jours. Les quantités de glucose obtenues

pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

M Sériel

B Série2
M Série3

M Séried

Figure 19 : Quantité de glucose obtenu par le groupe C (en mg/mlL)
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Les références placées sur 'axe des abscisses correspondent aux mémes références

que dans le cas des groupes A et B.

2.4. Groupe D

Le groupe D correspond aux échantillons de mafs traités par le Ganoderma applanatum

sur une durée de 25 jours. Les quantités de glucose obtenues pour chacun des cas sont

exprimées dans le graphique suivant.

B enzymes: 15 FPIU/g
B enzymes: 20 FPIU/ g
M enzymes: 25 FPIU/g

B enzymes: 30 FPIU/g

1 2

Figure 20 : Quantité de glucose obtenu par le groupe D (en mg/mL)

L’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence

Proportion de substrat (%)

BlE&|lwn]|m

1

3
Température ("C) 40
Temps (h) 48
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2.5. Groupe E

Le groupe E correspond aux échantillons de maifs non prétraités. Les quantités de

glucose obtenues pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

B enzymes: 15 FPIU/g

B enzymes: 20 FPIU/g

W enzymes: 25 FRIU/g

W enzymes: 30 FPIU/g

Figure 21 : Quantité de glucose obtenu par le groupe E (en mg/mL)

I’axe des abscisses représente les références suivantes :

Référence 1 2

Proportion de substrat (%) 3 5
Température ("C) 50 50
Temps (h) 24 24
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2.6. Groupe F

Le groupe F correspond aux échantillons de blé non prétraités. Les quantités de

glucose obtenues pour chacun des cas sont exprimées dans le graphique suivant.

W enzymes: 15 FRIU/g

B enzymes: 20 FRIUf g

W enzymes: 25 FPIUSg

W enzymes: 30 FRIU/g

Figure 22 : Quantité de glucose obtenu par le groupe F (en mg/mL)

Les références placées sur I'axe des abscisses correspondent aux mémes références

que dans le cas du groupe E.

_41 -



- PARTIE 3 - PRESENTATION ET ANALYSE DES RESULTATS.

3. CONCLUSIONS

D’apres les résultats obtenus lors de ce projet et les analyses qui en ont été faites, il

est possible d’en tirer des conclusions.

Tout d’abord, comme mon intuition me le faisait pressentir, le rendement en sucres
réducteurs augmente lorsquaugmentent certains paramectres tels que la quantité

d’enzymes utilisée, la charge de substrat, la température et le temps de réaction.

On peut également noter que la charge de substrat semble étre le parametre influant
le plus fortement le rendement en sucres réducteurs. En revanche, le temps de réaction
est également influant, mais trés peu. La température de la réaction joue un réle a priori
plus important. Dans le but d’obtenir un bon rendement, il serait donc préférable de fixer

une température plus haute, quitte a diminuer la durée de la réaction.

La quantité d’enzymes ajoutées est également liée au rendement de la réaction en
sucres. Lorsque ce parameétre augmente, le rendement augmente aussi. Mais cela est vrai
seulement jusqu’a un certain point. Lorsque la cellulose est enticrement consommée, il y a
un moment ou les sucres eux-mémes comment a étre détruits par les glucohydrolases. 11
faut donc trouver le dosage idéal pour détruire le plus possible de cellulose en formant

des sucres, mais sans aller trop loin, pour ne pas détruire également ces derniers.

Si les résultats obtenus pour le mais et le blé sont plus faibles, on peut imaginer que

c’est pour cette meéme raison.

Finalement, les meilleurs résultats ont été obtenus a partir du Pin de Monterey traité
par le Ceriporiopsis subvermispora sur une durée de 45 jours. L’hydrolyse a été réalisée dans
les conditions suivantes : Proportion de substrat = 10% ; Témpérature = 50°C ; Temps =

48h ; quantité d’enzymes = 30 FPIU/g.

_42 -



CONCLUSION PERSONNELLE

CONCLUSION PERSONNELLE

Ce projet mené dans le cadre du projet BIOCOMSA a été pour moi une treés bonne

expérience.

D’un point de vue professionnel, cette expérience a été ma premicre expérience
dans le domaine de la recherche. Guidé et encadré par des chercheurs de I'Université du
Chili, j’ai pu me rendre compte plus précisément de ce qu’est la démarche suivie dans un
travail de recherche scientifique. Faire face a une problématique, chercher des pistes
possibles, les mettre en application et analyser les résultats sont une démarche m’ayant

beaucoup plus.

Enfin, d’'un point de vue culturel et humain, effectuer un tel projet en pays étranger
est une expérience formidable. Ce projet m’aura permis de prendre du recul sur ma
propre vie en me rendant compte que les méthodes de travail et les modes de vie en

général peuvent étre tres différents d’un pays a lautre.
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ANNEXE 1

Détermination des sucres réducteurs par la méthode de IPacide
dinitrosalicylique (DNS).

Préparation du DNS :
Mélanger : de 'eau distillée 1416 mLL
de I'acide 3,5-dinitrosalicylique 10,6 g
du NaOH 19,8 ¢
Bien dissoudre puis ajouter : du sel de Seignette 3006¢g

du phénol a 50°C 7,6 mLL
du métabisulfite de sodium 83¢g

Conserver le tout dans un flacon, dans un lieu frais et sec.

Protocole pour réaliser la courbe de calibration :

- A partir de glucose de concentration 4 g/L, on prépare des dilutions pour faire le
patron de la courbe, et de 'eau comme étalon.

- Pour chaque dilution, on pren 50 plL et on ajoute 50 ul. de DNS.
- Agiter tous les échantillons.

- Mettre 2 100°C pendant 10 minutes.

- Refroidir dans un bain de glace.

- Lire 'absorbance avec un lecteur de plaques, a 550 nm.

- Réaliser la courbe d’absorbance en fonction de la concentration. Elle doit avoir un
coefficient de corrélation compris entre 0,991 et 0,999.

Calcul :
La quantité de sucres réducteurs obtenus se calcule de la maniére suivante :

ABSmesure —C
m

Sucres reducteurs =

Ou m est la pente de la courbe et ¢ son ordonnée a I'origine.
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ANNEXE 2

Détermination du glucose par un procédé standard.

I1 s’agit d’un test colorimétrique enzymatique sur le glucose, selon le laboratoire
Randox®, suivant la méthode GLUC-PAP. On utilise un test sans déprotéinisation.

Méthode

Le glucose est déterminé apres I'oxydation enzymatique en présence de glucose
oxydase. Le peroxyde d’hydrogene formé réagit suivant une catalyse de peroxydase avec
du phénol et du 4-aminophenazona, formant un complexe rouge-violet utilisant la
quinonémine comme indicateut.

Principe de la réaction :

Glucose + 0, + H,0 — acide gluconique + H,0,

2H,0 + 4 — aminophenazone + phenol - quinonémine + 4H,0,

Réactifs :

- Réactif A:
Tampon phosphate (pH 7,5)

(@)

(@)

(@)

(@)

4-aminophenazone
Phénol

Glucose oxydase
Peroxydase
Mutarotase

Stabilisants

- Réactif B ou glucose seul

Procédé : 1l se présente selon le schéma suivant :

Macro

Semi Micro

Standard ou échantillon

Blanc réactif

Standard ou échantillon

Blanc réactif

Standard ou échantillon

20 LiL

10 (L

Reéactif A

2000 fiL

2000 jiL

1000 fiL

1000 [iL

Bien mélanger, mettre pendant 25 minutes entre 15 et 25°C ou 10 minutes a 37°C.

Mesurer 1’absorbance du standard et des mesures avec le blanc réactif dans les 60

minutes.

Calcul :

[Glucose] =
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ANNEXES

ANNEXE 3

Tableaux de résultats : Quantité de Sucres Réducteurs (en mg/mL)

Résultats pour le groupe A

Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température (°C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes: 15 FPIU_fg 14,8 19,6 30,4 32,3
enzymes : Z{JFPIU}’g 15,9 18,0 35,3 33,0
enzymes : 25 FPIU_fg 18,5 19,7 31,2 34.7
enzymes: 30 FPIU_fg 18,9 21,4 27.9 35,8
Résultats pour le groupe B
Reférence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température ("C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes: 15 FPIUf'g 20,8 44,1 44,1 38,5
enzymes : 20 FPIU;"g 18,7 40,1 40,1 40,4
enzymes : 25 FPIUf'g 24,2 39,7 39,7 33,8
Enzyrme5:3ﬂFPIU;"g 22,1 36,3 36,3 36,2
Résultats pour le groupe C
Réference 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température (°C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes : 15 FPIUfg 20,7 18,4 449
enzymes : 20 FPIU_fg 23,6 25,5 377 37.4
enzymes : 25 FPIU_."g 21,2 21,5 41,8 36,2
enzymes : 30 FPIU_fg 21,9 27,3 31,9 42.5
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Tableaux de résultats : Quantité de Sucres Réducteurs (en mg/mL) (SUITE)

Résultats pour le groupe D

Référence 1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température ("C) 40 40
Temps (h) 48 48
enzymes : 15 FPIU/g 12,7 20,9
enzymes : 20 FPIU/g 14,0 21,5
enzymes : 25 FPIU/g 12,8 21,7
enzymes : 30 FPIU/g 12.8 17.7

Résultats pour le groupe E

Référence 1 2

Proportion de substrat (%) 3 5
Température (°C) 50 50
Temps (h) 24 24
enzymes : 15 FPIU/g 8,0 15,5
enzymes : 20 FPIU/g 6,3 18,0
enzymes : 25 FPIU/g 8,0 19,1
enzymes : 30 FPIU/g 9,8 18,0

Résultats pour le groupe F

Reférence 1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température ("C) 50 50
Temps (h) 24 24
enzymes : 15 FPIU/g 7.2 16,0
enzymes : 20 FPIU/g 9,7 15,8
enzymes : 25 FPIU/g 11,5 16,0
enzymes : 30 FPIU/g 9,3 17.9
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Tableaux de résultats : Quantité de Glucose (en mg/mL)

Résultats pour le groupe A

Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température (°C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes: 15 FPIUf'g 3,8 b 7.3 8,0
Enzymes:zﬂFPIU;'g 3,2 4.9 8,1 7.8
enzymes : 25 FPIU;"g 4.3 4.4 6,9 8,5
Enzymes:?.ﬂFPIUfg 4.0 5,1 2,9 9,0
Résultats pour le groupe B
Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température ["C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes: 15 FPIU_."g 5,7 8,3 13,1 12,1
enzymes : 20 FPIU_J’g 55 6,2 13,6 12,1
enzymes : 25 FPIUfg 11,4 6,9 13,2 10,3
enzymes : 30 FPIU_fg 6,7 6,3 12,5 14,8
Résultats pour le groupe C
Référence 1 2 3 4
Proportion de substrat (%) 5 5 10 10
Température (°C) 40 50 40 50
Temps (h) 70 48 70 48
enzymes : 15 FPIU/g 8.2 6,8 15,1
enzymes : 20 FPIUf'g 14,8 8,0 14,8 14,5
enzymes: 25 FPIUf'g 6,8 g1 14,8 12,5
enzymes : 30 FPIUf'g 7.1 8,5 15,2 16,6
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Tableaux de résultats : Quantité de glucose (en mg/mL) (SUITE)

Résultats pour le groupe D

Référence 1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température ("C) 40 40
Temps (h) 48 48
enzymes : 15 FPIU/g 3,1 5,2
enzymes : 20 FPIU/g 3,5 3,6
enzymes : 25 FPIU/g 3,2 5,6
enzymes : 30 FPIU/g 3,0 4,3

Résultats pour le groupe E

Référence 1 2
Proportion de substrat (%) 3 5
Température (°C) 50 50
Temps (h) 24 24
enzymes : 15 FPIU/g 2,0 3,1
enzymes : 20 FPIU/g 1,0 5,0
enzymes : 25 FPIU/g 1,5 5,2
enzymes : 30 FPIU/g 2,0 3.8

Résultats pour le groupe F

Référence 1 2

Proportion de substrat (%) 3 5
Température ["C) 50 50
Temps (h) 24 24
enzymes : 15 FPIU/g 1,5 3,2
enzymes : 20 FPIU/g 1,7 3,8
enzymes : 25 FPIU/g 2,3 5,0
enzymes : 30 FPIU/g 1,8 4,3
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RESUME

RESUME

Dans un contexte actuel ou nos ressources naturelles s’épuisent et ou leur préservation
est primordiale pour notre avenir, il est important de chercher de nouvelles alternatives en
termes de production d’énergie. Au Chili, un sujet de recherche actuel est la production
de bioéthanol a partir de mati¢re ligno-cellulosique. Mon projet s’inscrit donc dans le
cadre du projet de recherche BIOCOMSA, mené par 'Université du Chili (Santiago du
Chili).

Ce projet a pour but de faire subir a de la matiere ligno-cellulosique un prétraitement
biologique (effectué grace a I’action de champignons), suivi d’une hydrolyse enzymatique
et enfin d’une fermentation. I’objectif de ma partie, présentée ici, est d’optimiser le
processus d’hydrolyse enzymatique pour quatre substrats trés communs au Chili : le
Lenga (Nothofagus pumilio), le Pin de Monterey (Pinus radiata), le mais et le blé.

Les variables a optimiser choisies sont les suivantes : la quantité d’enzymes, la quantité
de substrat, la température et le temps de réaction.

On remarquera que de manicre générale, le rendement de la réaction augmente avec la
quantité d’enzymes utilisée, le temps de la réaction, et la température de la réaction.

Finalement, le meilleur rendement est obtenu avec du Pin de Monterey prétraité 45
jours avec un champignon de type Cerzporiopsis_subvermispora, dans les conditions suivantes :
concentration de 'enzyme = 10 mg/mlL. ; durée de réaction = 48 heures ; température de

réaction = 50°C.

Mots clés: Optimisation, hydrolyse, enzymes, bioéthanol, matiére ligno-

cellulosique, prétraitement.
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ABSTRACT

ABSTRACT

In the actual context where natural ressources are becoming exhausted and their
preservation is fundamental for our future, it is really important to look for new
alternatives in energy production. In Chile, an actual subject of investigation is production
of bioethanol from lignocellulosic material. My project is a part of the investigation’s
project Biocomsa, lead by the University of Chile (Santiago de Chile).

The aim of this project is to take ligno-cellulosic material, to make it undergo a
biological pretraitment (by fungi), an enzymatic hydrolisis, and finally a fermentation. The
aim of my part of the project, presented here, was to optimize the process of enzymatic
hydrolisis for four different substrates, very common in Chile: Lenga (Nothofagus pumilio),
Pine of Monterey (Pinus radiata), maize and corn.

The variables to optimize were: quantity of enzyme, quantity of substrate, temperature,
and duration of reaction.

In general, the yield of the reaction increased with the proportion of enzymes used, the
duration and the temperature of the reaction.

Finally, the best result was obtained with Pine of Monterey pretreated for 45 days with
Ceriporiopsis_subvermispora, under the following conditions: concentration of enzyme = 10

mg/ml,; duration of reaction = 48 hours; temperature of the reaction = 50°C.

Keywords: Optimization, hydrolysis, enzymes, bioethanol, lignocellulosic

material, pretraetment.
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