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Résumeé

Résumeé

Cette étude porte sur la faisabilité de valoriser une biomasse lignocellulosique en produisant
et en caractérisant un biocarburant de 2°™ génération a partir du sarment de la vigne plus
précisément de la variété cardinale qui est considérée comme un « déchet de bois ».
L’analyse physico-chimique de ce déchet de sarment de la vigne a montré qu’elle contient
environ 67 % (g/g) de I’holocellulose sous forme de cellulose et d’hémicellulose, qui est une
source potentielle des sucres réducteurs. En premier lieu, ce travail se concentre
principalement sur la caractérisation de la biomasse lignocellulosique, ainsi que la
production d’hydrolysat riche en sucre réducteur fermenté par une levure boulangére
(Saccharomyces cerevisiae) a partir du glucose d’hydrolysat détoxifi¢é au cours d’une
fermentation aérobie, distillé, purifié. L’étape de prétraitement choisie dans ce travail repose
sur deux techniques : le traitement mécanique suivi d’une thermo-hydrolyse, et le traitement
mécanique suivi par une hydrolyse chimique sous un acide dilué. Une optimisation des
conditions de production de I’hydrolysat a été réalisée en utilisant la technique des plans
d’expérience (plan de Plackett-Burman et plan de Box Behnken) pour atteindre une teneur
maximale en glucose. Les deéchets de sarments ont été caractérisés par spectroscopie
infrarouge a réflexion totale atténuée et a transformée de Fourier (ATR-FTIR), diffraction
des rayons X (DRX), analyse thermique simultanée (ATS), fluorescence des rayons X (FRX)
et microscopie électronique a balayage (MEB). Le résultat optimal était de 2,53% en sucres
équivalant a un rendement massique de 50,64%. La composition chimique était la suivante
: 43,38 % de cellulose, 23,58 % d'hémicellulose, 21,22 % de lignine, 2,53 % de cendres,
5,82 % de protéines brutes, 11,7 % d'humidité et des matieres extractibles (0,81 % de
matiéres grasses, 0,56 % de sucres totaux, 2,3 % de matiéres extractibles (Hexane-éthanol)).
En fait, un plan composite central rotatif a été utilisé pour obtenir le maximum de sucres
réducteurs utilisés dans la fermentation du bioéthanol comme source de carbone. Le total

des sucres réducteurs a été estime par la méthode de l'acide dinitrosalicylique (DNS).

Mots clés : biocarburant, valorisation, biomasse lignocellulosique, plan d’expérience,

fermentation alcoolique.
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Abstract

This study examines the viability of utilising lignocellulosic biomass to produce and
characterise a 2nd-generation biofuel based on the oath of the vine of cardinal "wood waste"
varieties. This sawdust from lignocellulosic biomass waste is a mixture rich in
polysaccharide fractions, representing local species. Physico-chemical analysis of this
vineyard waste showed that it contains around 67% (g/g) of holocellulose. Firstly, this work
focuses in particular on the lignocellulosic biomass characterisation and the production of a
hydrolysate rich in reducing sugars fermented by a baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae),
from the glucose hydrolysate detoxified during aerobic fermentation, distilled, purified. The
pre-treatment stage chosen in this work is based on two techniques: mechanical treatment
followed by thermo-hydrolysis, and the other technique is mechanical treatment followed by
chemical hydrolysis under dilute acid.

Firstly, the conditions for producing the hydrolysate rich in reducing sugars were optimised
using experimental design (Plackett-Burman and Box Behnken) to achieve maximum
glucose content. A bioethanol production model was built from these data in order to predict
the behaviour of the strain during optimal cultivation, leading to high alcohol productivity.
The vine shoot waste was characterised by attenuated total reflection Fourier transform
infrared spectroscopy (ATR-FTIR), X-ray diffraction (XRD), simultaneous thermal analysis
(STA), X-ray fluorescence (XRF) and scanning electron microscopy (SEM). The optimum
result was 2.53% sugars, equivalent to a mass yield of 50.64%. The chemical composition
was as follows: 43.38% cellulose, 23.58% hemicellulose, 21.22% lignin, 2.53% ash, 5.82%
crude protein, 11.7% moisture and extractives (0.81% fat, 0.56% total sugars, 2.3%
extractives (Hexane-ethanol)). A rotating central composite plane was used to obtain the
maximum amount of reducing sugars used in bioethanol fermentation as a carbon source.
Total reducing sugars were estimated using the dinitrosalicylic acid (DNS) method.

Key words: biofuel, valorisation, lignocellulosic biomass, experimental design, alcoholic

fermentation
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Introduction générale

Les réchauffements climatiques caractérisés par une augmentation des émissions
atmosphériques de gaz a effet de serre, sont d’une importance nationale et mondiale pour la
survie de la faune et de la flore, et ont pris une acuité croissante ce qui a attiré ’attention des
scientifigues du monde entier, ce qui a permis a 1’Algérie d’amorcer une dynamique
d’énergie verte et de s’engager sur la voie des énergies renouvelables afin d’apporter des
solutions durables, universelles et globales aux défis environnementaux et aux
problématiques de préservation des ressources énergétiques d’origine fossile, a travers le
lancement d’un programme national carriériste, ambitieux et opportuniste pour le
développements des énergies renouvelables qui a été adopté par le gouvernement et placé au
rang de priorité nationale en février 2016 a 1’horizon 2030 par Monsieur le Président de la
république, alors que les ressources pétrolieres s’épuisent progressivement et que la
demande énergétique augmente, la recherche d’alternatives propres et durables aux
combustibles fossiles pour répondre aux besoins des populations tout en maintenant le
niveau et la qualité de vie de la population [1,2]. L’efficacité énergétique actualisée vise a
réaliser des économies d’énergies a 1’horizon 2030 en basant sur la norme iso 50001 de
I’ordre de 63 millions de tonne équivalent pétrole [2], pour I’ensemble des secteurs
(batiments, éclairage publique, transport, industries). L’objectif est de lutter contre le

déréglement climatique en réduisant les émissions de CO de 193 millions de tonnes.

Le bioéthanol est un biocarburant qui peut étre produit a partir de différentes biomasses
lignocellulosiques, notamment les déchets des sarments de la vigne, et la paille de blé, toutes
considérées comme des déchets agro-industriels ce que lui a donné la clé pour s’imposer
comme le premier biocarburant mondial [3,4]. Les biocarburants sont bénéfiques, méme si
leur utilisation est limitée [5]. L’optimisation des bioraffineries peut donc clairement réduire
la dépendance aux carburants a base de pétrole de maniére durable. En ce sens, le bioéthanol
pourrait devenir une alternative durable aux combustibles fossiles ce qui a permis aux
marchés du bioéthanol de continuer a croitre rapidement et facilement ces derniéres années.
Les principaux pays producteurs de biocarburant dans le monde en 2022 sont les suivants :
les Etats-Unis 58,3 milliards de litres par jour, Brésil 28,09 milliards de litres par jour, Union
Européenne (France, Allemane, Pays-Bas) 5,03 milliards de litres par jour, L’Inde 4,13
milliards de litres par jour, la Chine 3,48 milliards de litres par jour, le Canada 1,74 milliards

de litres par jour, Thailande 1,44 milliards de litres par jour, Argentine 1,1 milliards de barils
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par jour, le reste du monde 3,29 milliards de litres par jour, ces pays sont les leaders

mondiaux de la production annuelle de bioéthanol en 2022 [6-8].

La bioénergie est actuellement la plus grande source d’énergie renouvelable disponible car
elle fournit de 1’énergie de base sous forme de chaleur, d’¢lectricité et de carburant pour le
transport. Cependant, elle représente moins de 10 % de la production mondiale d’¢électricité
et moins de 3% du carburant de transport. Une partie de la difficulté a promouvoir
I’utilisation de la bioénergie réside dans les chaines d’approvisionnement complexes qui
dépendent de nombreux secteurs de 1’économie [9]. Au cours de la derniere décennie, la
biomasse lignocellulosique a fait I’objet d’un débat de plus en plus vif en raison de ses divers
usages : denrées alimentaires, aliments pour les herbivores, les biocarburants destinés a
I’énergie, chauffage ou la climatisation ; ainsi que les produits de bioraffineries remplacant
les produits pétroliers. Selon l'utilisation qui en est faite, les ressources en biomasse dans le
monde peuvent étre finies ou semi-finies. Les zones forestiéres et agricoles exploitées
commercialement sont des zones ou la biomasse peut étre utilisé quel que soit son usage,
cependant lors de la récoltée de la biomasse, il est pre-mondiale de prendre en compte les
questions de conservation de la nature, de penser a la future génération et de preserver la
terre. L'avenir de l'utilisation de la biomasse a fait I'objet de recherches et de discussions au
cours des dernieres décennies, et le potentiel mondial de la biomasse pour les secteurs
énergétiques révele une fourchette de 169 a 530 EJ (BTU) [10].

La biomasse lignocellulosique est une matiére premicre prometteuse pour 1’avenir des
biocarburants renouvelable de deuxiéme génération. En effet, il représente un substrat
abondant, disponible et renouvelable pour la production de bioéthanol qui ne concurrence
pas I’alimentation animale ou humaine. La maticre lignocellulosique est principalement
constituée d’un mélange de polymeres linéaires non ramifiés d’hydrates de carbones et de
glucose, c’est-a-dire la cellulose on I’appelle aussi alpha cellulose. L’autre composant
principal est I’hémicellulose, qui appartient au groupe des polysaccharides hétérogenes, et
de la lignine c’est une molécule complexe avec des unités de phénylpropanoiques dans une
structure tridimensionnelle. La matiére végétale lignocellulosique contient également des
protéines et des composés extractibles, mais en faibles quantités (5% a 10 % au max 15 %).
L’extrait contient de nombreux composants lipophiles et hydrophiles. Cependant, la
structure réguliere et complexe de cette biomasse signifie que la conversion de la biomasse
lignocellulosique en bioéthanol nécessite de nombreuses étapes, telles que le prétraitement,

hydrolyse enzymatique, acide ou basique, et la fermentation, sans parler du temps et du cout
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sous-jacents, en particulier I’hydrolyse enzymatique et la fermentation. La méthodologie de

surface de réponse a permis d’optimiser les étapes de production du bioéthanol en vue
d’obtenir un processus économique et améliorer son efficacité et stimulé la recherche de
technologies plus durables, notamment la production de bioéthanol a partir de la biomasse
lignocellulosique. Les ressources de la biomasse, du point de vue de la bioconversion,
comprennent principalement des substances de stockage de I'énergie (par exemple I'amidon,
la graisse, etc.) ainsi que les principaux composants des parois cellulaires des plantes, tels
que la cellulose, I'némicellulose et la lignine. Les protéines, I'amidon et la graisse ont été
largement utilisés de manicre efficace et ont fait ’objet de nombreuses €tudes rapportées

dans la littérature.

Les travaux de recherche présentés dans cette thése portent sur la proposition de la
méthodologie de la faisabilité d’une bioraffinerie a base des déchets de sarments de la vigne
récoltés dans la région de Boumerdes comme une source alternative aux énergies fossiles a
caractéere lignocellulosique dans le cadre des politiques nationales et mondiales associées a

la transition énergétique.

Cette thése vise a développer un procédé de production d’un biocarburant de deuxi¢me
génération a base d’une biomasse lignocellulosique pour le secteur automobiles, secteur
agricole (motopompe, générateur électrique) ou comme des molécules a grande valeur
ajoutée pour les industries pharmaceutiques, les industries de peintures, les parfumeries et

les industries chimiques en générale
Ce manuscrit est structuré en quatre chapitres :

Le chapitre | est une étude bibliographique consacrée dans un premier temps a la mise en
contexte de ce travail dans le cadre du déréglement climatique, I’économie d’énergie, la
transition énergétique aux énergies renouvelables dans le mondial, la conception des
bioraffineries au sens large avant de se recentrer sur les types et la production des
biocarburants ainsi que leurs étapes de production (une partie hydrolyse, une deuxiéme sur
les fermentation alcoolique, et finalement une derniére sur la distillation) ; Dans tous les cas,
une analyse des différents paramétres influencant significativement chacune des étapes est

détaillée.

Le chapitre Il donne un apercu sur la biomasse lignocellulosique utilisées dans cette étude

pour la production du bioéthanol. Les plans de criblages et optimisations expérimentaux




Introduction générale
pour la conduite des expériences d’hydrolyse et de fermentation, ainsi que I’ensemble des

techniques de prétraitement de la biomasse utilisés y sont décrites en détails.

Le chapitre I11 concerne le materiel et les méthodes expérimentales utilisées dans cette étude.
Les dispositifs expérimentaux notamment le prétraitement, d’hydrolyse chimique et

enzymatique et en fin, la fermentation alcoolique et la production de bioéthanol.

Le chapitre 1V est consacré a donnés les interprétations et les résultats de la faisabilité de

production du bioéthanol a partir des sarments de la vigne de variété de cardinale.

Enfin, les défis et perspectives ainsi qu’une conclusion générale faisant la synthése de
I’ensemble des résultats, expérimentaux et numériques qui contribue originalement a tous

les travaux de recherche.
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Chapitre | : Géneéralités sur les biocarburants

Dans ce chapitre, nous allons dans un premier temps contextualiser ce travail dans le cadre
du déréglement climatique, I’économie d’énergie, la transition énergétique aux énergies
renouvelables, ensuite nous exposons succinctement I’utilisation des énergies dans le secteur
de transport ainsi que dans le secteur énergétique, dans son ensemble, ainsi que le concept
des bioraffineries et leurs produits tels que les biocarburants. Pour terminer, nous
examinerons les travaux de la littérature sur le prétraitement de la biomasse lignocellulosique

en général et les inhibiteurs de la fermentation alcoolique.

Le défi crucial des technologies de production de bioéthanol réside dans le processus de
bioconversion fermentaire. Néanmoins, la biomasse lignocellulosique classée comme une
biomasse de deuxiéme génération a été projetée comme une ressource énergétique
alternative prometteuse pour la production de bioéthanol en raison de sa teneur élevée en

polysaccharides et de sa faible composition en lignine.

La croissance phenoménale de l'industrialisation, de la modernisation des modes de vie et
de la population motorisee dans le monde entier a entrainé une augmentation substantielle
de la demande d'énergie. Actuellement, les combustibles fossiles satisfont environ 80 % de
la demande énergétique mondiale, le pétrole représentant 33 % de l'approvisionnement
énergétique total. Parallelement, compte tenu de la fluctuation des prix du pétrole brut et des
préoccupations environnementales croissantes liées a I'utilisation des combustibles fossiles,

la demande des biocarburants augmente progressivement dans le monde entier
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I.1.Déreglement climatique, I’économie d’énergie, la transition

énergetique aux énergies renouvelables

A T'échelle mondiale, on assiste a une évolution vers l'utilisation de sources d'énergie
renouvelables afin d'atténuer les crises environnementales résultant du changement
climatique, en pratique, les stratégies d'atténuation visant a réduire les émissions de gaz a
effet de serre peuvent consister a mettre en ceuvre des nouvelles technologies et des
nouvelles sources d'énergies, a adopter des pratiques plus efficaces pour accroitre l'efficacité
énergétique globale ou a modifier le comportement des consommateurs [11]. Le
remplacement des énergies conventionnelles par des énergies renouvelables est un élément
essentiel de l'atténuation du changement climatique, et les probléemes mondiaux les plus
urgents pour la société [12]. Bien que le changement climatique se produise naturellement,
les événements anthropogéniques l'ont accéléré. Par exemple, les températures mondiales
ont augmenté deux fois plus rapidement au cours des 50 derniéres années qu'au cours des
100 années precédentes [13]. 1l a ete exigé que la temperature moyenne mondiale ne dépasse
pas 2 °C par rapport a I'ere préindustrielle, et l'objectif c¢’est de limiter I'augmentation de la
température a 1,5 °C a également été fixé par (CCNUCC, 12 décembre 2015 a paris) pour
atténuer et répondre aux risques potentiels lies au changement climatique avec effet d’ici
2030 [14]. Malgré les convention et les exigences qui ont faites par les nations unies, on
constate une élévation du niveau de la mer et des températures atmosphériques, Il a été
prouvé que les effets du réchauffement planétaire sur le changement climatique sont
importants et on s'attend a ce qu'ils s'aggravent au cours des prochaines décennies, une
augmentation des surfaces recouvertes par les eaux, ainsi qu’a une diminution du pH des
océans et des régimes de précipitations, ces incidents cités au-dessus et celle-ci tels que les
incendies de forét, les cyclones, les inondations, les sécheresses, I'€lévation du niveau de la
mer, le blanchiment des coraux ou les variations de la couverture de glace polaire, n'ont pas
de lien direct avec 1’énergie [15]. Ils sont tous le résultat de variations de température. Les
carburants issus des raffineries pétrolieres sont considérés comme l'un des principaux
responsables de I'augmentation du dioxyde de carbone (COz) dans l'atmosphere terrestre et,
comme le dioxyde de carbone est un gaz a effet de serre qui contribue a maintenir la planéte
au chaud, l'utilisation croissante de ses carburants dans le secteurs de transport est accusée
d'étre lI'une des principales causes de l'augmentation des températures mondiales depuis le
début de l'ére industrielle, la question du changement climatique fait l'objet d'un débat

permanent [16]. L'émission de gaz a effet de serre est a l'origine du changement climatique.
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Ces gaz comprennent le CO., le CHa, le NO et le NO>, ainsi qu'une petite quantité de vapeur
d'eau. L'effet de serre est un effet de réchauffement responsable de l'augmentation de la
température moyenne de I'atmosphere [17]. Pour atteindre le niveau souhaité de réduction
des émissions, tous les modes de transport devront réduire leurs émissions dans toutes les
régions du monde. De nombreux chercheurs ont prouvé que les impacts du changement
climatique varient d'un pays a l'autre et ne peuvent pas étre quantifiés de la méme maniére
[18]. Le probléme le plus sensible conséquent de ce gaz c’est le niveau de la mer qui peut
augmenter a mesure que les glaciers fondent, les températures peuvent augmenter a mesure
que la planéte se réchauffe et les océans peuvent devenir plus acides en raison de
I’augmentation de la teneur en dioxyde de carbone dissous. Ces changements peuvent avoir
d’importantes répercussions sur la conservation, du niveau de 1’organisme humain a celui de
I’écosystéeme. Par exemple, la propagation des especes envahissantes devrait augmenter avec
la disponibilit¢ d’un habitat convenable. Parmi les pratiques d'‘économie circulaire
contribuent a réduire la consommation, c’est la mise en ceuvre de la politique zéro déchet et
utilisations des énergies renouvelables plus clairement ¢’est utilisations des bioénergies dans
le secteur de transport et industrielles [19]. Le secteur de I'énergie a contribué a lui seul a
73,2 % des 49,4 milliards de tonnes de CO: et d'émissions de gaz a effet de serre et cela
selon I'EIA, L'¢mission de dioxyde de carbone (CO2) dans l'atmosphére contribue a
l'aggravation de la catastrophe climatique dans le monde entier [20]. Aujourd'hui, ce
probleme est devenu I'une des menaces les plus graves pour I'humanité, causant de nombreux
problemes économiques et imposant des changements sociaux [21]. La consommation
d'énergie devrait augmenter d'environ 50 % entre 2018 et 2050, en raison de I'accroissement
de la population et des activités économiques. Alors que les principales interventions en
matiére d'énergies renouvelables peuvent étre observées dans le batiment et I'industrie (deux
des principaux contributeurs d'émissions de gaz a effet de serre et la quantité des émissions
de CO2 par le biais de la consommation d'énergie, les transports continuent de dépendre
fortement des combustibles fossiles (96,7 %). Avec la projection de I'épuisement de tout le
pétrole restant d'ici 2067, I'incorporation de carburants alternatifs devient de plus en plus

nécessaire.
1.2. Conception des bioraffineries

Le concept d’une bioraffinerie fait I'objet de nombreuses définitions dans la littérature, qui

indiquent que la durabilité, I'intégration des processus et la conversion de toutes les fractions
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de la biomasse en produits commerciaux a grande valeur ajoutée sont des éléments clés de
son développement [22]. Selon la définition du laboratoire national des énergies
renouvelable (NREL), une bioraffinerie est un systéme intégré qui convertit la biomasse on
une variété de produits tels que I'électricité, le carburant, les aliments pour animaux, les
produits chimiques [23-25]. Par consequent, une bioraffinerie tente de maximiser la
conversion de I'énergie potentielle des différents flux et déchets de la biomasse en produits
et formes d'énergie ayant la plus grande valeur ajoutée. La bioraffinerie produit des
carburants, des solvants, des plastiques et des aliments pour les étres humains. Dans certains
pays, ces produits de bio-raffinage sont fabriqués a partir de déchets de biomasse. Les
principaux processus de la bioraffinerie sont la fermentation de I'éthanol et la fermentation
de Il'acide lactique [26]. Pour le bio-raffinage, de nombreuses technologies hybrides ont éte
développees dans différents domaines, tels que la bio-ingénierie, la chimie des polymeres,
la science alimentaire et I'agriculture [27]. Le concept de bioraffinerie est analogue a celui
d'une raffinerie de pétrole traditionnelle avec le fractionnement de la biomasse en une
gamme de produits tels que des composants chimiques, des biomatériaux ou des
biocarburants. Le terme "bioraffinerie” ou "bioraffinerie verte™ est largement utilisé. 1l est
parfois difficile d'établir une distinction entre les industries utilisant un bioprocédé et une
usine de bio-raffinage en tant que telle [28]. La biomasse lignocellulosique contient trois
bio-macromolécules potentielles qui peuvent étre converties en une large gamme de produits
biotechnologiques utiles, ce qui en fait une source d'énergie riche pour le bio-raffinage. La
biomasse destinée aux bioraffineries ou au soutien d'une bioéconomie plus large peut
provenir de différentes sources. Actuellement, la biomasse forestiére ou ligneuse constitue
la plus grande contribution a la production de bioénergie, mais les potentiels
d'approvisionnement futurs incluent la production dédiée de biomasse pour I'énergie ou les
bioraffineries et une utilisation accrue des résidus agricoles ou forestiers. D'ici 2050, un
potentiel technique de résidus agricoles compris entre 10 et 66 EJ a été identifié, ce qui
constitue une ressource importante. Les résidus de transformation et les déchets alimentaires
constituent également une ressource de biomasse importante, chacun ayant un potentiel
compris entre 5 et 50 EJ par an d'ici a 2050. La biomasse des résidus, qu'elle provienne des
champs ou de la transformation des produits agricoles, est peu colteuse par rapport a d'autres
ressources de biomasse. Toutefois, en raison de sa faible densité énergétique et de la
dispersion géographique de sa production, le transport sur de longues distances est d'un codt

prohibitif, ce qui pourrait empécher la mise en ceuvre a grande échelle du concept de
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bioraffinerie. Le développement de la densification et de [l'uniformisation des
caracteristiques des matériaux peut réduire les colts et les risques dans la chaine

d'approvisionnement [29].

La conversion dans une bioraffinerie de biomasse lignocellulosique peut se faire par voie
chimique, thermochimique et biochimique [30]. Il est suggéré que I'efficacité du processus
de bio-raffinage basé sur les biomasses lignocellulosiques serait grandement améliorée si la
plateforme de culture des micro-organismes oléagineux ou d’autre pouvait intégrer a la fois
des micromanipulations pour I'expression des genes et des stratégies de fermentation avec le
systeme de contr6le et de rétroaction en ligne [31]. La fermentation de I'éthanol par la levure
a été étudiée trés tot et son mécanisme de fermentation est clair. Le glucose est converti en
pyruvate par la levure dans la voie Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), et le pyruvate est
obtenu par la catalyse de la pyruvate décarboxylase pour former de I'acétaldéhyde, qui est
transformé en éthanol a l'aide de lalcool déshydrogénase [32]. L'orientation des
bioraffineries s'est modifiée, passant de bioraffineries axées sur I'énergie a des installations
polyvalentes coproduisant de I'énergie et des produits chimiques [33]. La conception d’une
bioraffinerie, ses matieres premieres, 1’enchainement de son procédés et ses produits a une

grande valeur ajoutée est résumee en figure 1.1 [25].

Biomass Renewa-
Biofuels bleenergy  Algae Microalgae
Enzymes Bio- Waste- . Biodiesel
economy water Waste
Leno- Bioene: =
cellulose 8y Life cycle 5 Biofuel Waste
assessment nergy Waste manage-
Ligno- Water ment
Ethanol cellulosic Sustal-
biomass nability Cosmetics Transeste-
Munidpal e e ABE fer-
solid wast o mentation Bloactive
Food waste - _ hydrogen straw compounds
Fermenta- Bloconver- refine ry Pretreat-
tion slon ment
Hidrolysis
economy -
i Biogas Food Valorization
eco;:ran Value-added
Enzymatic ¥ Techno- products
hydrolysis Anaerobic AL Bloproduct

digestion analysis

Figure 1.1: Conception d’une bioraffinerie, ses produits, matiéres premieres, procédés [25]
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1.3. Production de bioéthanol

Le bioéthanol a un potentiel étonnant pour remplacer les carburants conventionnels a base
de pétrole et une des alternatives prometteuses, qui est obtenu a partir de différentes matiéeres
premieres de biomasse. La production de bioéthanol a partir de la biomasse est une
technologie bien établie. Son processus de production de bioéthanol varie considérablement
en fonction de la matiere premiere utilisée, mais certaines des principales étapes du
processus restent les mémes, méme si elles se déroulent dans des conditions de température
et de pression différentes, et impliquent parfois différents micro-organismes. Les principales
sources de bioéthanol sont les matiéres premiéres lignocellulosiques et les microalgues [34].
La production de bioéthanol en tant que carburant a partir de la biomasse lignocellulosique
permet non seulement de soulager la demande en combustible fossile, mais aussi de diminuer
les émissions de gaz a effet de serre, notamment en rendant 1’énergie renouvelable. La
conversion tres efficace de la biomasse lignocellulosique en bioéthanol autant que carburant
comprend géneralement quatre grandes étapes : le prétraitement pour briser la structure
lignocellulosique, I'extraction chimique ou biologique pour produire des sucres
fermentables, la fermentation a ’aide du saccharomyce cerevisiae et une distillation [35]. Le
bioéthanol est inflammable, volatil et incolore, comme les autres alcools. Il a une odeur
caractéristique. Le bioéthanol a des propriétés psychoactives. D'autres types d'alcool ont
également de telles propriétés, mais l'alcool éthylique est nettement moins toxique pour
I'hnomme que le méthanol ou I'isopropanol, souvent appelé par abus alcool de forme chimique
CH3CH20H, peut étre produit par synthése chimique a partir d’hydrocarbures, ou par
fermentation a partir d’une biomasse, dans ce dernier cas on le nomme parfois bioéthanol ou
agro-éthanol bien qu’il n’existe aucune différence de propriétés entre I’éthanol produit par
voie chimique et celui par voie fermentaire des différents sucres, amidons, cellulose, etc.
L'éthanol est également appelé alcool éthylique ou alcool de grain [36]. Le bioéthanol peut
étre utilisé comme matiére premiere polyvalente dans diverses industries, telles que
I'industrie pharmaceutique, I'industrie cosmétique, I'industrie chimique (comme composé de
départ dans la synthése de divers produits) et c'est un excellent solvant, antigel et
désinfectant. Néanmoins, le bioéthanol est surtout utilisé dans le secteur des transports
comme constituant du mélange avec l'essence ou comme octane. Le bioéthanol est mélangé
a I'essence dans des proportions de 5, 10 et 85%. Un total de 85 % de bioéthanol en volume
ne peut étre utilisé que dans des véhicules a carburant flexible, tandis que les mélanges de 5

et 10% en volume peuvent étre utilisés sans aucune modification du moteur [37]. Le
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bioéthanol a un indice d'octane élevé (106-114) [38]. Une teneur en oxygene plus élevée
(34,7%) [39] (Tableau I.1). Un point d'ébullition bas par rapport a l'essence. En outre, sa
chaleur de vaporisation est plus élevée (840 kJ/kg) que celle de I'essence (305 kJ/kg), ce qui
garantit un meilleur rendement volumétrique du mélange d'éthanol que de I'essence pure et,
par conséquent, une puissance relativement élevée [40]. Le bioéthanol est considéré comme
respectueux de I'environnement car son indice d'octane élevé empéche le cliquetis du moteur

et facilite I'allumage précoce [41].

La production des produits chimiques et des biocarburants a valeur commerciale a ’aide de
procédés a base de la biomasse lignocellulosique a le potentiel de réduire les émissions de
gaz a effet de serre, d’apporter des avantages aux économies rurales et de promouvoir la
sécurité énergétique. En 2020, le marché mondial du bioéthanol a atteint 38 milliards et
devrait atteindre 76 milliards de dollars en 2026 [42]. Le tableau 1.1 représente les propriétés

physico-chimiques de ’essence et le bioéthanol [49].
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Tableau 1.1 : Propriétés physico-chimiques de I’essence et de bioéthanol [49]

Propriétés Essence Bioéethanol
e Formule CsaCr C2HsOH
e Poids moléculaire 100-105 46,07
e Densité a 15 °C (kg/L) 0,69-0,79 0.79
o Densité (densité relative) a 15°C 91 106-110
e Point de congélation (°C) - 40 - 114
e Point d’¢bullition (°C) 27-225 78
e Pression de vapeur a 38 °C (kPa) 48-103 15,9
e Chaleur specifique (kJ/kg/K) 2,0 2.4
e Viscosité a 20 °C (mPa.s) 0,37-0,44 1,19
e Pouvoir calorifique inférieur (kJ/L) 30-33 21,1
e Point d’éclair ("C) - 43 13
e Température d’auto-inflammation (°C) 257 423
e Limite inférieure d’inflammabilité (%vol) 1,4 4,3
e Limite supérieure d’inflammabilité (%vol) 7.6 19,0
e Rapport steechiométrique air-carburant 14,7 9,0
e Indice d’octane de recherche 88-100 108,6
e Indice d’octane moteur 80-90 89,7
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1.4. Biocarburant

Aujourd'hui, les biocarburants semblent étre la meilleure alternative aux combustibles
fossiles. Actuellement, 1,5 % du carburant utilisé dans les transports mondiaux est fourni
par les biocarburants, qui sont légers, économiques et respectueux de I'environnement. En
outre, la majeure partie du CO- libéré lors de la formation des biocarburants est utilisée par
la biomasse pour sa croissance, ce qui réduit les émissions de gaz a effet de serre par rapport
aux combustibles fossiles. Les biocarburants peuvent étre utilisés efficacement pour
produire de I'énergie thermique a l'aide de diverses technologies [43]. Le terme biocarburant
est dérivé des matiéres premiéres, qui sont essentiellement divers types de biomasse, ses
matieres premieres de la biomasse peuvent étre soit des matieres premieres végétales telles
que les cultures sucriéres/féculiéres, les cultures oléagineuses et les graisses animales, soit
des biomasses lignocellulosiques, y compris les déchets forestiers et les déchets agricoles.
Récemment, les algues sont apparues comme une autre biomasse prometteuse capable de

produire des biocarburants [44].

1.4.1. Biocarburants de premiere generation (1G)

Un biocarburant de premiere genération est un agro-carburant produit a partir de
cultures destinées traditionnellement a I’alimentation, plus spécifiquement les organes de
réserves des plantes oléiferes ou encore a saccharides [45]. Ils sont aussi des biocarburants
produits principalement a partir de cultures vivriéres, telles que les céréales, la canne a sucre
et les tubercules [46]. Ces biocarburants sont caractérisés par une commercialisation a
grande échelle et par des technologies assimilées et des procédés de production relativement
simples. L'analyse de la littérature que biocarburant de premiere génération le plus répandu
est 1’éthanol, dont la production est largement dominée par le Brésil et les Etats-Unis. 11 est
obtenu par fermentation par des levures de sucres simples issus des plantes (canne a sucre et
betterave), ou de I’amidon issu des céréales (mais et blé) [47,48]. Il peut étre mélangé
directement a I'essence a des teneurs allant de 5 a 26% ou a des taux encore plus élevés pour
les véhicules dits flexibles introduits avec succés au Brésil. Elle indique aussi que le
bioéthanol est principalement produit a partir de la canne a sucre au Brésil et du mais au
Etats-Unis, suivis du blé au Canada, de la betterave sucriére et du sorgho au pays de I'Union
Européenne et de riz en Chine. En raison de son meilleur rendement en éthanol, le mais
représente 67 % de I'offre mondiale de bioéthanol [49]. Cependant, en termes de production

de biomasse végétale dédiée a la production de biocarburant de premiére génération, la canne
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a sucre reste le plus grand contributeur & la production de bioéthanol et le plus petit
consommateur d'eau (irrigations) par rapport au mais et au blé. Globalement, les Etats-Unis
produisent 40 milliards de litres de bioéthanol a partir de mais et de blé, tandis que le Brésil
produit 25 milliards de litres a partir de canne a sucre, la Chine 3 milliards de litres a partir
de mais, cassave et le riz, le Canada 2 milliards de litres & partir de mais de blé et I'Inde 1
milliard de litres a partir de canne a sucre et molasse, La France 1 milliard de litres de blé,
sucre et betterave sucriére, I'Allemagne 750 millions de litres de blé, sucre et betterave
sucriére et I'Australie 500 millions de litres de canne a sucre sont les autres pays produisant
une quantité significative de bioéthanol [50]. Ceci s'explique par le fait que I'utilisation de
différentes ressources telles que I'eau, la terre et I'équivalent alimentaire sont des facteurs
majeurs qui déterminent le type de culture de bioéthanol produit par un pays. Les matiéres
premiéres 1G ayant été une source majeure de production de bioéthanol, il est vital d'étudier
quelques détails sur ces matieres premiéres sucrées et amylacees [51,52]. Malgré les succes
enregistrés au niveau mondial dans la commercialisation de la production de bioéthanol 1G
la production de bioéthanol est toujours confrontée a certaines contraintes, telles que le debat
entre alimentation et carburant (utilisation de terres adaptées a la production alimentaire pour
la production de cultures bioénergeétiques ; le sucre est également considéré comme un
aliment pour I'homme), le colt éleve des matieres premieres, l'impact élevé sur
I'environnement, a l'exception du bioéthanol de canne a sucre, lI'impact négatif sur la
biodiversité et la concurrence avec les ressources en eau limitées dans certaines régions [53].
Les limitations des biocarburants de premiére génération ont été identifiées a 1’exception de
I’éthanol produit a partir de la canne a sucre. Les recherches ont mis I’accent sur la nécessité
de trouver de nouvelles ressources énergétiques renouvelables extraites de la biomasse, d’ou
un nouveau type de produit, en I’occurrence le biocarburant de deuxiéme génération. Ces
contraintes ont stimulé la recherche intensive sur la production de bioéthanol a partir de
matiéres premiéres alternatives telles que la biomasse lignocellulosique, également connue
sous le nom de production de bioéthanol 2G [54]. La production de bioéthanol de deuxiéme
génération génére un sous-produit riche en carbone organique, caractérisé par une plus
grande quantité de carbone organique non hydrolysable que la matiere premiére d'origine
[55].

14



Chapitre. | Généralités sur les biocarburants

1.4.2. Biocarburants de deuxieme génération (2G)

Les biomasses de la premiere génération n'étant pas pratiques, les scientifiques se sont
concentrés sur les biocarburants de deuxiéme génération (2G) qui proviennent de différents
éléments non alimentaires tels que la biomasse cellulosique, les parties non comestibles des
plantes, la paille, le fumier, I'nuile de cuisson usagée, le bois et la sciure de bois. Néanmoins,
la production de biocarburants a partir de sources de biomasse (2G) n'est pas rentable sur le
plan industriel, car la procédure de production nécessite des innovations colteuses et
modernes [56]. Les biocarburants de deuxieme génération sont caractérisés comme des
carburants créés a partir d'un large éventail de matiéres premieres, en particulier mais pas
limité a la biomasse lignocellulosique non comestible. La biomasse utilisée pour la création
de biocarburants de deuxiéme génération est généralement isolée en trois classes principales
: homogene, tel que, le bois blanc; quasi homogene, tel que, les accumulations agricoles et
de sous-bois; et non homogenes, y compris les matiéres premieres de faible valeur [57]. Le
14 juin 2008, les négociateurs de la Commission européenne, du Parlement européen et du
Conseil européen sont parvenus a un accord sur la proposition des directives révisées sur les
énergies renouvelables, qui fixe de nouveaux objectifs pour les énergies renouvelables dans
I'union européenne. La proposition de directive stipule qu'au moins 14 % des carburants
utilisés dans les transports doivent provenir de sources renouvelables d'ici a 2030, mais que
seuls 7 % peuvent provenir de biocarburants (1G). La part des biocarburants (2G) et du
biogaz doit étre d'au moins 1 % en 2025 et d'au moins 3,5 % en 2030 [58]. Les sous-produits
de lindustrie forestiére et les résidus de récolte sont considérés comme des matiéres
premiéres durables pour la production de biocarburants et constituent donc des matieres
premiéres viables pour la production de biocarburants (2G) [59]. Les biocarburants 2G
different en termes de propriétés, de colts de production, de performances
environnementales et d'accessibilité. En outre, le méme biocarburant peut varier
considérablement en termes de performance et de codt en fonction des caractéristiques des
processus de production de biocarburants, par exemple la taille de l'usine, les technologies,
et le délai d'investissement. Outre la disparité des processus de bio raffinage et des propriétés
des carburants, les estimations technico-économiques des codts de production des
biocarburants (2G) tendent a différer considérablement en raison de différences
méthodologiques (par exemple, les taux d'intérét supposeés, les hypotheses sur les limites du

systeme, etc) [60].
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1.4.2. Biocarburants de troisieme génération (3G)

L'adoption industrielle de la technologie des biocarburants a base des algues a toujours été
entravée par sa viabilité économique [61]. Les algues sont considérées comme une matiére
premiere potentielle pour la production de bioéthanol de troisiéme génération, car la
biomasse peut étre convertie directement en énergie. Généralement, l'utilisation de cette
matiére premiere pour la production de bioéthanol dépend des facteurs tels que la
technologie et l'environnement marin [62]. Les algues font partie d'un vaste groupe
d'organismes photosynthétiques. La classification des algues fait encore l'objet de
controverses, notamment en ce qui concerne le statut des cyanobactéries [63]. Les algues
représentent un vaste groupe d'organismes photosynthétiques composés de différentes
especes. D'un point de vue morphologique, les algues sont classées en microalgues ou
"algues marines” (jusqu'a 60 m de long) et en microalgues (d'une taille de 2 a4 200 um). Parmi
elles, les microalgues sont plus convaincantes que les plantes terrestres en raison de leur
temps de génération court, de leur taux de croissance plus éleve et de leur grande capacité
d'acclimatation pour se développer dans des sources d'eau non potable comme les eaux
usées, I'eau de mer [64]. La biomasse des microalgues est considérée comme une matiere
premiére importante pour la production de biocarburants et d'autres composés bioactifs, une
croissance plus rapide, de la production élevée de biomasse et de I'accumulation importante
de biomolécules par rapport aux matieres premieres de premiere et de deuxiéme generation
[65]. Une source qui peut potentiellement étre utilisee comme matiere premiere pour la
production de bioéthanol [66]. Les microalgues constituent une source d'énergie alternative
viable pour remplacer ou compléter les combustibles fossiles en tenant compte des
inconvénients liés aux biocarburants de premiere et de deuxiéme genération. Le bioéthanol
produit a partir de microalgues n'entre pas en concurrence avec les besoins alimentaires. En
outre, la biomasse de troisieme génération peut étre cultivée dans des environnements
aquatiques et a besoin d'une grande quantité de CO>. Les cellules de microalgues peuvent
étre cultivées avec des exigences de croissance simples (nutriments, CO; et lumiere) tout en
présentant des propriétés de croissance rapide et une efficacité élevée de fixation du CO; par
rapport aux plantes terrestres [67]. Les microalgues Chlorella sont lI'une des microalgues qui
peuvent potentiellement étre utilisées comme substrat dans la production d'éthanol en raison
de leur teneur élevée en hydrates de carbone. Cependant, les hydrates de carbone contenus
dans les microalgues ne peuvent pas étre directement fermentés en éthanol et doivent d'abord

étre hydrolysés en glucose [68].
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1.4.3. Biocarburants de quatriémes générations (4G)

Les matiéres premieres des biocarburants de quatriéme génération proviennent de
microalgues, macroalgues et des cyanobactéries génétiquement modifiées [69]. Les cyno-
bactéries sont des procaryotes (dépourvues d'organites membranaires, elles appartiennent au
regne des bactéries). Tandis que les microalgues et les macroalgues sont des eucaryotes
(contenant un noyau entouré d'une membrane, appartenant au régne des protistes). Ces
biocarburants de quatriéme génération génétiqguement modifiées peuvent étre cultivées dans
un systeme fermé ou ouvert, connu par le milieu confiné et non confiné. De préférence
d’utilisation des systemes fermé mieux celle qui sont ouvert, car il permet de protéger le
systeme de culture de l'environnement extérieur donc des conditions plus étroitement
contrélees, et de réduire sa contamination. Cependant, utilisation de systeme fermé nécessite
un colt d'exploitation plus élevé, malgré une meilleure protection mais les dépenses en
capital trés élevées, ce qui le rend moins rentable. Alors que le systéme ouvert est exposé
aux fuites, a l'interférence des animaux et a la dispersion d’aérosols. Ce qui peut permettre
aux microalgues de s'échapper ou d'étre lessivees dans I'environnement [70]. L’intérét de
cette modification ¢’est d’augmenter l'absorption de CO; pour la photosynthése, créant ainsi
qu’un puit de carbone artificiel et améliorant la production de biocarburants, de nombreuses
souches d’algues tel que Eustigmatophyceae, Chlorophyceae Bacillariophyceae, Blue-green
algae, Chlamydomonas reinhardtii sp., Phaeodactylum tricornutum sp., et Thalassiosira
pseudonana sp, ont été génétiquement modifiées pour augmenter le taux de croissance et
I'adaptabilité a la croissance dans des environnements pauvres en nutriments. Les avantages
environnementaux des microalgues genétiquement modifiées sont la séquestration et
I'assimilation du COg, le traitement des eaux usées et la réduction des gaz a effet de serre.
Le biocarburant de quatrieme g@énération s'efforce également davoir [I'impact
environnemental le plus faible par rapport aux autres générations, bien que les études n'en
soient encore qu'a ses débuts. Les problemes environnementaux potentiels comprennent : les
changements dans I'environnement naturel, la toxicité, le transfert horizontal de genes et la
compétition avec les especes indigénes (natif), Ce qui nécessite une évaluation rigoureuse
des risques associés et une gestion adéquate des incidences sur l'environnement, Par
exemple, les dinoflagellés peuvent produire naturellement des composés toxiques qui sont
la principale cause de l'eutrophisation et de la décoloration des surfaces marines. Les cas
d'eutrophisation se sont multipliés dans le monde entier depuis 40 ans [71]. Les

biocarburants de quatrieme génération (4G) ont été jugés compatibles avec les moteurs, les
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systemes de stockage et les installations de transport. Grace aux progrés de la biologie
synthétique et des outils de génie génétique, des avancées considérables ont été réalisées
dans la production de biocarburants de quatriéme générations, notamment des alcools a haute
teneur en carbone, des hydrocarbures a longue chaine, des biocarburants a base de
terpénoides, des biocarburants dérives d'acides gras, a laide d'Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Yarrowia lypolytica et Zymomonas mobilis

comme microorganismes comme usines cellulaires microbiennes [72].
1.5. Hydrolyse

Le processus d'hydrolyse sépare la longue chaine d'hydrates de carbone (polysaccharides)
de la cellulose ou de I'amidon par I'ajout d'une molécule d'eau et est généralement catalysé
par une enzyme ou un acide. Cette étape est critique dans la production de bioéthanol car la
qualite de I'nydrolysat affectera le processus de fermentation ultérieur, qui est interconnecté
a la qualité de I'éthanol en tant que produit final. Le processus d'hydrolyse est nécessaire car
les micro-organismes (qui sont employés dans le processus ultérieur de fermentation) ne sont
capables de digérer que les formes de sucre les plus simples (monosaccharides) dérivées des
hydrates de carbone complexes de la biomasse lignocellulosique [73]. L'hydrolyse
enzymatique est connue pour ses difficultés économiques dues au colt élevé des enzymes et
est considérée comme peu pratique a des fins commerciales. Cependant, par rapport a
I'nydrolyse acide, les enzymes fonctionnent dans un environnement doux, ce qui réduit les
colts d'entretien de l'équipement et de leurs maintenances quelques soit curatifs ou
préventifs et engendre un temps d’arrét en plus. En outre, le systétme d'¢limination de
I'nydrolyse acide est essentiel et nécessite des colts supplémentaires a prendre en compte.
Un autre probléme majeur est la capacité de l'acide a dégrader progressivement les
monomeres de sucre une fois qu'ils sont formés dans un environnement acide hostile a haute

température [74].
1.6. Fermentation

La fermentation est traditionnellement effectuée par Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas
mobilis et certains microbes génétiquement modifiés. Toutefois, les problémes posés par ces
micro-organismes sont le co(t élevé de la conversion de la biomasse en sucres, l'incapacité
a fermenter les pentoses et une tolérance moindre a une concentration élevée de sucre. En

outre, de nombreux micro-organismes génétiquement modifiés sont trés instables par nature.

18



Chapitre. | Généralités sur les biocarburants

Pour surmonter ces obstacles technologiques, des études récentes sur la fermentation ont été
réalisées en utilisant des micro-organismes extrémophiles [75]. La fermentation est un des
éléments essentiels et un des processus critiques dans la production de bioéthanol, ou ce
dernier est directement produit a partir de 1’activité métabolique de 1’agent fermenteur.
L’hydrolysat, dans ce processus, est introduit dans un agent de fermentation (bactérie ou
levure), le meilleur est en fonction de I’aptitude a digérer les composés de sucre respectifs.
Un type de bactéries fermentant le glucose, par exemple, Zymomonas mobilis préfére
I’hydrolysat riche en glucose comme un nutriment et permette de produire de bioéthanol
comme un produit. Il est plutot difficile de s’attendre a ce que ’hydrolyse soit entierement
uniforme en termes de monomeres de sucre, il s’agirait de fractions de différents monomeres
et de plusieurs autres oligosaccharides avec des inhibiteurs probables ou des substances non
digestibles. Théoriqguement, chaque 1 kg de glucose et xylose peuvent produire 0,49 kg du
dioxyde de carbone (CO.) avec 0,51 kg d’bioéthanol. La fermentation en particulier
nécessite les conditions de support pour que les micro-organismes se maintiennent, a savoir

la plage de la température et du pH.

1.6.1. Métabolisme fermentaire

Le plus souvent, ce métabolisme est décrit comme 1’ensemble de réaction qui se déroulent
dans un milieu anaérobie et comme accepteur final d’électron. En l'absence d'oxygéne, la
levure et d'autres micro-organismes convertissent le pyruvate en éthanol et anhydride

carbonique. Cette fonction est alors assurée par des molécules organiques. Qui s'agit d'un

processus de fermentation en deux étapes [76,77].

1. Réaction de rupture de squelette carboné catalysée par le pyruvate décarboxylase

utilisant la thiamine pyrophosphate (ThDP) comme coenzyme :

(-l) NADH
A + H*  NAD*
H H

/ \ /0

c _&L, AL. ch (1.1)

Pyruvate Alcohol

CH3 decarboxylase CH3 dehydrogenase CH3

Pyruvate Acetaldehyde Ethanol

La ThDP est le coenzyme de décarboxylation des acides alpha-cétoniques comme le
pyruvate. Il est utilisé comme un cofacteur qui se trouve dans tous les organismes ou ils
catalysent des réactions impliquant le clivage d’une liaison carbone-carbone adjacente a un

groupe cétone [78].
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2. Réaction d'oxydo-réduction catalysée par l'alcool déshydrogénase utilisant le
nicotinamide adénine dinucléotide NAD*/NADH comme coenzyme. La cellule
utilise d’abord le NAD* comme
accepteur intermédiaire d’électrons qui est réduit en NADH.

ADH
CH3;CH,OH + NAD* ¥~ CHsCHO + NADH + H* (1.2)

Bilan de la dégradation du glucose en éthanol :

Glucose + 2 ADP + 2 Pi —» 2 éthanol +2 CO, + 2 ATP (1.3)

Le bilan en NAD*/NADH étant nul, ces coenzymes n'apparaissent pas dans l'équation
globale de la transformation du glucose en éthanol. Le rendement théorique limite (YP/S)
de conversion de glucose en éthanol est de 0,511 gramme d’éthanol par gramme de glucose.
Ce rendement ne tient pas compte du fait qu’une partie du glucose est transformée en
biomasse (moins de 0,1 g/g environ) et en coproduits. Ainsi le rendement réel correspond a
80-90 % du rendement théorique limite, les rendements obtenus expérimentalement sont en

général moins élevés de I’ordre de 0,4 g/g [79].

1.7. Distillation

La distillation est la derniere étape de la production de bioéthanol lignocellulosique, visant
a separer et concentrer le bioéthanol du bouillon de fermentation. La solution de bioéthanol
résultant du processus de fermentation doit étre traitée ultérieurement pour une élimination
compléte de la teneur en I'eau présente dans I’hydrolysat fermenté, ce qui permet d'obtenir
un produit sec avec de bioéthanol de haute qualité, également appelé bioéthanol anhydre. En
général, I'élimination de la teneur en eau peut étre effectuée par le principe de la distillation,
qui est effectuée en utilisant la différence des points d'ébullition des mélanges dans une
solution. Lorsque le mélange est chauffé jusqu’a son point d'ébullition, notre cas le
bioéthanol, sa température d’ébullition est fixée a 78,2 °C, le bioéthanol contenu dans le
mélange est vaporisé et séparé de l'autre composant tel que 1’eau. Le bioéthanol anhydre
contient au minimum 99,5 % d'éthanol en volume, la teneur en eau ne pouvant strictement
pas étre supérieure a 0,5 % en volume [80] . La vinasse (the stillage) est le principal déchet
de la distillation, qui est composé d'une grande quantité d'eau, de substances solubles (telles
que les sucres résiduels et le bioéthanol), de cellulases résiduelles et de levures. De plus, la
vinasse a toujours des valeurs élevées de demande chimique en oxygeéne, et il est indiqué

que la digestion anaérobie peut étre un moyen efficace d'utiliser la vinasse pour la production
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de biométhane c’est un biocarburant, une autre source alternative pour la substitution les
carburants a base du pétrole brute.

Le bioéthanol anhydre peut étre produit a partir de I'une des techniques suivantes :
processus d'adsorption, distillation azéotropique, déshydratation chimique, distillation par
diffusion, distillation extractive, distillation sous vide, processus membranaire [81].
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Chapitre 11 : Biomasse lignocellulosique et
plan d’expérience

Dans ce chapitre, nous allons introduire les différents volets des travaux de these en débutant
par le sarment de la vigne qui est la biomasse lignocellulosique que I’on désire valoriser et
qui va servir comme un fil conducteur aux travaux qui ont été menés. La premiére partie de
ce chapitre, sera donc consacrée a la biomasse lignocellulosique et sa composition chimique,
ensuite on va entamer les techniques d’optimisations et les différents modeéles de plan

d’expériences et les extractions des sucres réducteurs.

L'intensification des changements environnementaux, la sécurité énergétique et la demande
d'énergie et de produits propres ont attiré I'attention sur la production durable de bioénergie
et de bioproduits [82]. La plupart des pays développes considérent les déchets agricoles et
forestiers comme une ressource essentielle pour la production des biocarburants mais
malheureusement dans certains pays la biomasse lignocellulosique présente un potentiel
largement inexploité [83]. Actuellement, malgré les nombreuses recherches effectuées pour
la production de bioénergie, I'une des raisons pour lesquelles les colts de traitement de la
biomasse restent élevés est le colt élevé des enzymes et l'inefficacité des processus de
prétraitement et de fermentation. La nécessité d’utilisation des techniques d’optimisations et
de développement moderne tel que I'intelligence artificiel et les plans d’expérience serai
obligatoires, En outre, la plupart des études ne transforment la biomasse lignocellulosique
qu’on un seul produit. Cela signifie que la biomasse n'est pas entierement utilisée. En fait,
par nature, la biomasse est souvent constituée de nombreux composants aux potentiels
différents. Par conséquent, des techniques efficaces de fractionnement et de valorisation
basées sur le concept de bioraffinerie devraient étre développées pour utiliser pleinement les
composants de la biomasse. Une technologie de raffinage combinée permettrait de convertir

la cellulose, I'némicellulose et la lignine de la biomasse en produits de grande valeur.
I1.1. Biomasse lignocellulosique

L'agriculture et la sylviculture fournissent d'énormes ressources en biomasse
lignocellulosique pour produire de la bioénergie et des bioproduits [84]. La biomasse
lignocellulosique est considérée comme une matiére premiére durable pour une bioraffinerie

destinée a produire des biocarburants et d’autre produits biochimiques. C’est un matériau
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approprié pour la production des produits a grandes valeurs ajoutées, car elle est connue pour
étre une ressource non alimentaire abondante et renouvelable [85]. C’est un polymére
complexe composé principalement des polymeres glucidiques, la cellulose et hémicellulose
et des polyméres aromatiques, lignine. La récalcitrante structurelle découle principalement
de la composition de la paroi cellulaire (cellulose, hémicellulose et lignine), du degré de
lignification et de la cristallinité de la cellulose, qui permettent a la lignocellulose de résister
a la déconstruction chimique et biologique [86]. La séparation de la cellulose, de
I'hémicellulose et de la lignine constitue une étape importante de l'utilisation a haute valeur
ajoutée de la biomasse et du bio-raffinage. Le prétraitement basé sur des solvants verts est
une méthode de fractionnement verte pour le bio-raffinage afin de produire des biocarburants
et des produits biochimiques [87]. Figure 11.1 représente la composition et la structure de la
biomasse lignocellulosique [88] et la figure 11.2 représente la valorisation de la biomasse

lignocellulosique et ses étapes de traitement [89].
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Figure 11.1 : Composition et structure de la biomasse lignocellulosique [88]
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Figure 11.2: Récalcitrante, traitement et valorisation de la biomasse lignocellulosique [89]

11.1.1. Cellulose

La cellulose est une substance naturelle la plus répandu, la plus abondante sur terre avec
production annuelle d'environ 1,5 x 10* tonnes, ce qui suscité ’attention accrue de la part
de la communauté scientifique, I'un des produits polymeres les plus importants pour ses
caractéristiques de durabilité avec des propriétés mécaniques élevees, elle possede une
grande cristallinité, un rapport aspect élevé et une résistance élevé; elle est renouvelable,
biocompatible, biodégradable, une stabilité chimique et thermique, de faible codt, peu
toxique et elle a été utilisé dans une variété d'applications [90,91]. C’est un polysaccharide
trés stable, et un homopolymere a longue chaine d’unités D-glucose, dont les molécules sont
composées de plus de 10 000 sous-unités de glucose, liées entre elles par des liaisons
glycosidiques (B-1-4), Elle est linéaire et contient des portions amorphes et cristallines [92].
Ce qui contribue a la linéarité de la molécule, avec des groupes hydroxyles en position
équatoriale. En réalité, la véritable unité monomérique de la cellulose est la cellobiose, qui
est un dimére de glucose. Les chaines de cellulose sont assemblées via des liaisons
hydrogene intra- et intermoléculaires étendues et des forces de Van der Waals entre les
groupes hydroxyle adjacents et les oxygenes pour former des fibrilles élémentaires, qui sont
ensuite maintenues ensemble pour former des microfibrilles avec des diamétres allant de 5

a 50 nm et des longueurs 100 a 500 nm [93,94]. Les molécules linéaires de cellulose sont
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placées en plusieurs couches superposées, la position axiale des groupes hydroxyle
stabilisant la structure par des liaisons hydrogéne intra et inters moléculaires, créant des
microfibrilles avec un intérieur hydrophobe et un extérieur hydrophile, qui ensemble forment
ensuite des macro-fibrilles. La stabilité et l'insolubilité de la cellulose sont dues aux
propriétés chimiques du polymére. La cellulose peut étre définie comme un
homopolysaccharide amphiphile, puisqu'elle possede des régions hydrophobes et
hydrophiles. Les fibrilles sont principalement cristallines et fortement linéaires ; cependant,
elles présentent également des régions amorphes ou la structure a une orientation aléatoire,
ce qui contribue & sa stabilité thermodynamique. On la trouve généralement dans le principal
composant structurel important des parois cellulaires primaires des Iégumes, des plantes
vertes, des algues et de certaines bactéries [95]. Les fibres de cellulose sont devenues l'un
des matériaux de soutien les plus importants pour la santé et la sécurité humaines avec
I'apparition de la pandémie mondiale de COVID-19 [96]. Les deérivés cellulosiques dont la
carboxyle-méthyl-cellulose (CMC), la cellulose bactérienne, la cellulose microcristalline
(MCC), la nano-cellulose cristalline (CNC) et les nano-fibrilles de cellulose (CNF) ont
suscité une grande attention dans les applications de détection et de bio-imagerie [97]. La
figure 11.3 montre la structure paralléle d’unité de la cellulose [98]. La figure 11.4 Décortique

la zone cristalline et amorphe [99].
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Figure 11.3: Structure parall¢le d’unité de cellulose [98]
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Figure 11.4: Structure de la cellulose [99]

11.1.2. Hémicellulose

L'hémicellulose est le deuxieme polysaccharide le plus répandu dans les plantes, aprés la
cellulose. C’est un polymére hétérogene composé de divers polysaccharides, tels que des
acides de sucre, des pentoses (xylose et arabinose), des hexoses (glucose, galactose et
mannose) [100-102]. Les hemicelluloses constituent la matrice de soutien des microfibrilles
de cellulose. Les groupes acides des hémicelluloses les rendent trés hydrophiles, solubles
dans les alcalis et facilement hydrolysées par les acides et elle est exposée au risque de
dégradation microbiologique. Les hémicelluloses se dégradent thermiquement a des
températures plus basses (150-180 °C) que la cellulose (200-230 °C) [103]. La classification
structurelle des molécules d'hémicellulose dépend de la localisation, de I'origine, de I'espéce
et des fonctions de la plante. Les xylanes sont un composant primaire de I'némicellulose et
sont hydrolysés par les enzymes xylanolytiques [104]. Les hémicelluloses sont des
polysaccharides présentes dans les parois cellulaires végétales, qui ont des squelettes liés 3

(1-4) avec une configuration équatoriale (figure 11.5).
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Figure 11.5: Configuration équatoriale du squelette d’hémicellulose
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Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides hydrosolubles ou liposolubles,
comprennent les xyloglucanes, les xylanes, les mannanes et les glucomannanes, ainsi que
les B-(1—3,1—4) glucanes [105]. Ces types d'hémicelluloses sont présents dans les parois
cellulaires de toutes les plantes terrestres, a 'exception des B-(1—3,1—4) -glucanes, qui sont
limités aux Poales et a quelques autres groupes. La structure détaillée des hémicelluloses et
leur abondance varient considérablement d'une espéce a l'autre et d'un type de cellule a

l'autre.

Equatorial Axial

\ o/
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Figure 11.6: Configuration de squelette d’hémicellulose cas liaison de f1-4 galactane [105]

Le réle biologique le plus important des hémicelluloses est leur contribution au renforcement
de la paroi cellulaire par interaction avec la cellulose et, dans certaines parois, avec la lignine.
L’hémicellulose est une structure amorphe et variable formée d’hétéro-polymeres
comprenant des hexoses (un monosaccharide avec 6 atomes de carbone) sa formule
moléculaire ( formule empirique ), CsH120s notamment (D. glucose, D. galactose, et D.
mannose) ainsi que des pentoses CsH100s (un monosaccharides avec 5 atomes de carbones),
(D. xylose, et L. arabinose) et pouvant contenir des sucres acides connu par 1’appellation
acides uroniques notamment (D. glucuronique, D. galacturonique, et les acides D.
methylgalacturonique). Sa structure moléculaire est principalement composée de liaisons
xylane B (1,4) qui comprennent du D-xylose (pres de 90 %) et du L. arabinose (environ 10
%). Les fréquences des ramifications (Branch) varient en fonction de la nature et de la source
des matiéres premiéres. Une caractéristique structurelle importante des hémicelluloses est
que certains groupes hydroxyle des sucres sont susceptibles d'étre substitués par des groupes
O-acétyle. Les hémicelluloses issues du bois mou (Soft-Wood) sont généralement des
glucomannanes, tandis que celles des bois durs (Hard-Wood) sont plus fréquemment
composeées de xylane. Bien qu'il s'agisse du composant le plus abondant de I'némicellulose,

la composition du xylane varie encore dans chaque matiére premiére selon la nature,
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I’endroit et la variété. En raison de la diversité de ses sucres, I'némicellulose nécessite un
large éventail d'enzymes pour étre complétement hydrolysée en monomeres libres. Selon la
composition de ces unités de sucre, les hémicelluloses sont traditionnellement classées en
quatre types : xylane, mannane, xyloglucane et B-glucanes a liaison mixte. La structure
détaillée, y compris le type et la proportion de substituants, la localisation des chaines
latérales ramifiées par rapport a la chaine principale et les liaisons glycosidiques associées,
dépend principalement de la source végétale.

L’hémicellulose est un hétéro-polymere hautement ramifié de pentoses (B-p-xylose and -
L-arabinoses), hexoses (B-p-glucose, a-p-galactose and B-p-mannose) et des sucres acides
(o-p-glucuronique, a-p-galacturonique et a-p-4-O-methyl galaturonique) avec des petites
quantités d’autres sucres tels que a-_-rhamnose et a-_-fucose. La caractéristique de
composition de I'hémicellulose dépend du type de biomasse. L'hémicellulose des bois
feuillus et de la biomasse herbacée est principalement composée de xylane, tandis que le
glucomannane et le galactoglucomannane sont les principaux composants de I'némicellulose

des bois résineux

11.1.3. Lignine

La lignine est le troisieme polymére organique le plus répandu dans la biosphére et n'est
présente que chez les angiospermes et les gymnospermes. La lignine contribue a la résistance
a la traction, au stress métabolique, a la résistance aux insectes et aux agents pathogenes, et
au mouvement de l'eau dans les cellules capillaires du xyléeme et du phloéme, entre autres
fonctions [106]. Il s'agit d’un polymére aromatique amorphe, tres irrégulier, complexe
composé d'unités molécules de phénylpropane connectées en trois dimensions. L'alcool
coniférylique, l'alcool sinapylique et I'alcool p-hydroxy phénylique sont les trois monomeres
primaires de la lignine [107]. La lignine est toujours liée aux glucides, en particulier a
I'némicellulose, par des liaisons covalentes pour former la structure rigide de la biomasse
lignocellulosique et la protéger contre les attaques des microorganismes. En raison de sa
structure chimique, la lignine est naturellement hydrophobe. La lignine ayant une structure
polymérique réticulée et densément ramifiée, sa décomposition est tres compliquée. Les
solutions alcalines, les interleukines et un nombre limité d'enzymes oxydantes modifiant la
lignine sont principalement utilisés pour dépolymériser la lignine [108]. La lignine remplit
I'espace entre la composition cellulosique et hémi-cellulosique et les polymeéres, agissant

comme un adhésif. Par conséquent, elle est considérée comme un sous-produit ou un résidu
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de la fabrication du bioéthanol. C'est également le composant le plus résistant de la paroi
cellulaire des plantes, qui sert de barriere naturelle pour empécher la dégradation
biochimique et enzymatique des cellules végétales, parmi les principaux composants de la
biomasse [109]. La lignine peut encapsuler et se lier étroitement a d'autres composants (par
exemple, les hémicelluloses et la cellulose) dans la paroi cellulaire de la biomasse
lignocellulosique, formant un complexe lignine-Carbohydrate (CLC) [110], qui entrave
gravement la déconstruction de la biomasse lignocellulosique par des méthodes physiques,
chimiques et biologiques [111]. Ainsi, la lignine est généralement considérée comme un
facteur important limitant la digestibilit¢ de la biomasse lignocellulosique. 11 est
encourageant de constater que l'inhibition de la lignine peut étre efficacement affaiblie par
un prétraitement approprié en raison de sa capacité a modifier les structures physiques et
chimiques de la lignine, réduisant ainsi la capacité d'adsorption des enzymes sur la lignine
[112].

11.1.4. Extractibles

Les extractibles extrait de la biomasse lignocellulosique sont des molécules de poids
moléculaire moyen ou faible qui peuvent étre retirées des cellules végetales par différents
méthodes et techniques d’extractions au solvant, précisément les solvants blancs sans
affecter et fractionner la structure cellulaire du la biomasse lignocellulosique ou ses
propriétés mecaniques quel que soit son type et sa variété. Dans le cas d’extraction des
déchets de bois, les matiéres extractibles représentent une faible proportion dans la
composition globale de cette derniére, généralement moins de 11 % et ca differe selon le
type de la biomasse, sa variété, son sol, ainsi que ses conditions climatiques. Les extractibles
peuvent comprendre une variété de molécules différentes qui peuvent étre classées de
différentes manieres, par exemple selon leur polarité ou le solvant dans lequel elles sont
dissoutes, ou organisées en familles chimiques. En prend exemple des extraits de serment
de la vigne comprennent les n-alcanes, les n-alcanols, les cires, les terpénes, les acides gras,
les glycérides, les stérols, les phénols et les polyphénols. Ils sont généralement classés en
deux groupes : les aliphatiques solubilisés dans des solvants de faible polarité (par exemple,
I’Hexane, le dichlorométhane, le chloroforme) et les composés phénoliques extraits par des

solvants polaires (par exemple, 1’éthanol et 1’eau). [113]

29



Chapitre. 11 Biomasse lignocellulosique et plan d’expérience

I1.2. Techniques d’hydrolyse de la biomasse lignocellulosique

11.2.1. Hydro-thermolyse (Hydro-thermolysis)

L'hydro-thermolyse est l'une des méthodes de traitement appliquées a la biomasse
lignocellulosique depuis des décennies, cette derniere est une voie thermochimique
prometteuse appliqué pour convertir la biomasse lignocellulosique en produits de valeur
ajoutée ou en biocarburants, en utilisant I'eau comme solvant et réactif dans des conditions
sous-critiques et supercritiques [114]. Cette technique a été suggérer par les chercheurs
Bobleter, Niesner et Rohr. L’utilisation de cette technique pour le fractionnement de la
biomasse lignocellulosique a fait objet importants suite a sa maniére et son processus qui est
relativement peu colteux et respectueux de I'environnement, car le fractionnement est réalise
en utilisant uniqguement de I'eau et de la chaleur, les températures peuvent aller de 100 a 240
°C pour des durées allant de quelques minutes a des heures, les pressions de fonctionnent
peuvent variés de 0,12 a 150 MPa, ces pressions sont ajustés selon le diagramme de phase
de I’cau ou diagramme pression-température d’eau, et des concentrations en solides
inférieures a 100 °C : 20 mL/g , la raison au quelle la biomasse lignocellulosique ne touffe
pas le solvant d’extraction et restent toujours immergé dans I’eau sous son état liquide,
Cependant, dans des conditions de fonctionnement extrémes, la corrosion et I'entartrage sont
des limitations majeures des opérations. Une autre attention particuliére ces dernieres années
a été considerée comme une méthode prometteuse pour l'extraction et la récupération de
I'hémicellulose et de la lignine, cette technologie qui se concentre sur I'élimination de la
barriére d'hémicellulose par le fait de la dissociation de I’acide acétique, par conséquent
hydrolyse les liaisons glycosidiques et la scission des substitutions 1’acide uronique dans les
hydrates de carbones ce dernieres il a été formé par la présence des ions hydroniums, qui
coupent les groupes acétyles liés a I’hémicellulose, et favorise le clivage, fractionnement des
liaisons glucidiques, ainsi la dépolymeérisation de la fraction lignine ce qui engendre sa
relocalisations [115,116]. La libération de ces acides (acide acétique majoritairement et
d’autres acides organiques) aide a catalyser ’hydrolyse en oligosaccharides. Cependant, les
sucres monomeres sont partiellement dégradés en aldéhydes en présence d’acide. Ces
aldéhydes, principalement le furfural provenant des pentoses et le 5-hydroxy-méthyl-furfural
provenant des hexoses, sont des inhibiteurs dans la fermentation microbienne. Les procédés
utilisant de I'eau chaude a des températures et des pressions élevées dans ’objectif de

maintenir le solvant a son état liquide, ce type d’hydrolyse ou de traitement est également
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connu dans la littérature par le traitement hydro-thermique, hydro-thermolyse, liquéfaction
hydro-thermique, extraction a I’eau chaude, procédé aquasolv et hydrolyse a cuisson sous
pression dans I'eau [117]. La dégradation des composants de la biomasse lignocellulosique
pendant I'hydro-thermolyse se fait par I'intermédiaire d'ions hydronium acides (H3O") et
d'ions hydroxyde basiques (OH") générés par l'auto-ionisation de I'eau a haute température
[118]. Dans ce procedes ou traitement deux facteur, autrement dit deux parametres ont plus
d’impact sur la variation de la réponse c¢’est la température ainsi le temps d’extractions. Ce
type de procédé est connu par sa récupération élevée des sucres d’hémicellulose avec un
taux qui peut arriver a 98% et dans une fourchette de 88 jusqu’a 98%. Pour éviter la
formation des inhibiteurs de la fermentation au cours de ces procédés, il faut uniquement
garder et ajusté le pH entre 4 et 7. Le procédé a été développé a l'origine par I'équipe de
Bobleter en Autriche, puis testé par Bouchard. Mok et Antal ont testé 10 substrats (ligneux
et herbacés) par ce procédé d'hydrolyse thermique avec une durée d’extraction de 15 min, et
des températures entre 200 a 240 °C, dans tous les cas I'hémicellulose a été complétement
dissoute et hydrolysée enzymatique résultant on un rendement de 95% de monosaccharides.
Kohlman a proposé une nouvelle méthode d'hydrolyse thermique avec contréle du pH. Le
but de ces conditions est de favoriser I'hydrolyse enzymatique de la cellulose, grace a une
augmentation de la taille des pores et une diminution de 'indice de cristallinité. Ils ont utilisé
des temps de réaction de 50 a 60 minutes pour atteindre des rendements d’hydrolyse de la
cellulose presque maximaux. Dans des travaux récents, le groupe de Van Walsum a
développe une technique de prétraitement par I’hydrolyse thermique applicable a une variété
de substrats. Le taux de récupération du sucre pentose est supérieur a 80 %. Le résidu
d'hydrolyse thermique a ensuite été soumis a une SFS (saccharification et fermentation
simultanées) qui a permis de convertir 90 % de la cellulose en bioéthanol, aprés un temps de
séjour de 75 heures, a une concentration en enzyme de 15 UPF (unités papier filtre/ g) et une
concentration en substrat supérieure a 100 g/L. Ces résultats sont tres intéressants, mais
jusqu'a présent, ils n'ont été obtenus qu'a I'échelle du laboratoire et la technologie a rarement
été testée dans des essais industriels, a I'exception de Bobleter, qui a été testé a l'aide d'un
réacteur discontinu de 50 litres. Par conséquent, les avantages économiques de cette
technologie ne sont pas encore prouvés. En particulier, des pressions elevées (supérieures a
50 bars) doivent étre travaillées, ce qui peut rendre difficile une extrapolation a I'échelle
industrielle. La technique de thermo-hydrolyses a des avantages attirants, on peut les cités

et résumés comme suit :
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Traitement de la matiére lignocellulosique trés importantes plus 200 kg/ me.
Inhibition de la formation des inhibiteurs, en maintenant le pH entre 4 et 7.

Procédés sans produits chimiques (procédés economiques).

Eal A

Récupération avec un taux tres élevés des monosaccharides, généralement les sucres

simples avec 5 atomes de carbones (Pentoses).

o

Une bonne digestibilité enzymatique de la cellulose prétraitée.
6. Traitement sans génération de sous-produits.
7. Absence préalable de traitement mécaniques (broyages).

11.2.2. Explosion des fibres a ’ammoniaque, Procédés AFEX

(Ammonia Fiber Expansion)

L'explosion des fibres a I'ammoniaque est un nouveau procédés de traitement alcalin qui
entraine une modification physico-chimique de 1’ultra et de la macro structure de la biomasse
lignocellulosique [119], autrement dit ce traitement est une forme d’hydrolyse physico-
chimique, dans lequel I'ammoniaque liquide est appliquée a haute pression entre 200 et 1000
psi (1 psi =6,89476 Kilo-pascal) et avec des condition nettement plus faibles, grace a
I’emploi d’ammoniaque, la température moyenne dans le réacteur varie entre 70 jusqu’a 90
°C, ce qui minimise la formation des inhibiteurs au cours d’extraction, pendant une période
limitée, apres ce bref temps de séjour, la pression est relachée de maniere explosive,
autrement dit, la pression est soudainement détendus dans le but I’évaporer I’ammoniaque
et d’exploser le substrat, ce qui perturbe efficacement la structure de la biomasse
lignocellulosique, qui provoque une décristallisation de la cellulose, une hydrolyse partielle
de I'némicellulose et dépolymeérise la lignine [120]. Les parametres tels que la pression de
purge, la température, la durée de I’hydrolyse, le taux de charge d'ammoniac, le type de
biomasse lignocellulosique et le nombre de traitements peuvent étre influencés par ce type
de procédé. Ce traitement a un impact significatif sur la biomasse lignocellulosique en raison
de la décristallisation de la cellulose, et la rupture des liaisons glucidique ainsi que la
dégradation de la lignine et I’hémicellulose suite au gonflement et désorganisation physique
des fibres de la biomasse lignocellulosique, sans tenir compte de [I’utilisation de
I’ammoniaque résiduel comme source de nutriment pour les micro-organismes fermentaire.
Enfin, ’'ammoniaque est un produit dangereux et cancérigene avec une forte odeur qui se
vaporise rapidement, et les installations devront étre parfaitement étanches afin d’éviter toute

perte de produits, les pertes non négligeables d’ammoniaque sont préjudiciables sur le plan
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économique. Le traitement de la biomasse lignocellulosique avec de I'ammoniac aqueux a
haute température a entrainé une rupture de la lignine et une décristallisation de la cellulose.
Ce traitement a I'ammoniac est de différents types, notamment la méthode d'explosion des
fibres a I'ammoniac (AFEX), le trempage dans I'ammoniac aqueux (Soaking in Aqueous
Ammonia), et la percolation par recyclage de I'ammoniac (Ammonia recycle percolation)
[121]. Ce type de traitement est inefficace sur des substrats ligneux et les rendements
d’hydrolyse de la fraction hémi-cellulosique sont généralement faibles. Les rendements
d’hydrolyse enzymatique de la cellulose n’ont jamais dépassé 50 % du rendement théorique
sur des copeaux de bois de peuplier, ou 40 % sur des substrats provenant de déchets de papier
[122]. La biomasse lignocellulosique obtenue aprés le traitement par I’explosion des fibres
a ’ammoniaque est sous forme seche, ce qui montre une stabilit¢ a long terme sans

dégradation de la cellulose ou de I’hémicellulose [123,124].

11.2.3. Hydrolyse organosolv

Les bioraffineries a base d'organosolv sont les raffineries de matieres premiéres de biomasse
lignocellulosique les plus encourageantes, produisant a la fois des carburants et des produits
chimiques. Cette approche avait prise I’idée de 1’industrie du papier, consiste a rajouter des
solvants organiques ou leurs solutions aqueuses tel que le méthanol ou 1’éthanol au procédé
de traitement ou prétraitement, afin de dissoudre et d’extraire la fraction lignine, lorsque
cette fraction a été précipité, on le récupére par une simple filtration a vide pour accélérer la
filtration, suive d’une centrifugation, sans oubli¢ aussi la récupération de la fraction
hémicellulose, conséquente de la rupture des liaisons internes entre la lignine et
I'némicellulose, par ce moyen, on garde et on récupere un résidu de cellulose relativement
pur [125]. Les bioraffineries durables utilisent simultanément I'hnémicellulose et la lignine,
et utiliseront bient6t différentes fractions de matiéres premieres, le point fort de ces procédés
c’est la régénération de ses solvants organiques, ces derniers vont aboutir a des traitements
de recyclage et d’extractions. La nécessit¢é d’un recyclage de 100 % condamne
économiquement ce type de procédé. Le principe de ce traitement a base des organosolv
c’est d’aboutit a la solubilisation de la lignine et de la fraction hémi-cellulosique ainsi qu’a
la formation d’un résidu solide constitué essentiellement de cellulose. Au cours du processus
de la délignification et la solubilisation de I’hémicellulose, une augmentation du volume des
pores et de la surface de la cellulose, ce qui améliore l'accessibilité de I'hydrolyse
enzymatique et de la saccharification. En général, le procédé Organosolv permet d’obtenir

de bons rendements de récupération des sucres [126,127].
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11.3. Plans expériences

Les outils de plan d’expérience et la méthodologie de la surface de réponse sont des
excellentes stratégies qui permettent de tirer et inclure des conclusions plus précises que
I’approche fondée sur un seul facteur a la fois (One Factor-at-Time OFAT), et permettent
d’organiser au mieux les essaies qui accompagnent une recherche scientifique ou des études
de développement, optimisations et de criblages industrielles, ceci peut réduire le nombre de
tentative expérimentale pour obtenir des ensembles de données plus informatifs, maximum
de renseignements avec le minimum d’expériences [128,129]. En plus, le plan d’expérience
permet d’étudier D’interaction entre plusieurs facteurs et d’optimiser les différentes
conditions testées, afin d’améliorer les performances du processus en suivant des régles
mathématiques avec une adaptations d’une démarche rigoureuse. lls sont applicables a de
nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou le lien qui existe entre
une grandeur intérét, réponse ou variables dépendantes Y avec des variables indépendantes,
ou factures Xi, elle est réesumée en fonction citée comme suit : Y= f (Xi). La compréhension
de la méthode des plans d’expérience s’appuie sur deux notions essentielles, la premier c’est
I’espace d’expérimental et en second lieu la modélisation mathématique des grandeurs
étudiees [130]. Un plan expérience est un ensemble de méthodes et de procédures qui sont
principalement utilisées pour analyser des données relatives a des variables specifiques
concernant un probleme de recherche bien défini. Il existe différents types de plan
d’expérience adaptés a tous les cas rencontrés par un expérimentateur tel que : plan de Box
Behnken, la méthode de Taguchi, plan factoriel fractionné connu sous la théorie des Aliases,
matrice composites centrées, plan de Doehlert, il est connu aussi par le réseau de Doehlert,
matrice de Hadamard (plan de criblages tel que le plan de Plackett- Burman), matrice de
mélange (Scheffe), plan de Rechtschaffner, hyperpolyedre croisé, et la matrice de Hoke.
Tous ces plans présentent des avantages et des inconvenients, de sorte que le choix dépend
principalement et essentiellement de l'objectif de la recherche et des ressources disponibles.
La premiére étape de l'utilisation des plans d’expériences consiste a définir les variables
indépendantes et dépendantes. Les variables indépendantes, ou facteurs, peuvent étre
modifiées a différents niveaux ou valeurs, tandis que la variable dépendante, ou réponse, est
influencée par les facteurs [131]. Le facteur est le paramétre que le chercheur souhaite
évaluer expérimentalement, et le niveau est une valeur qu'un facteur peut prendre. Pour
valider le modele mathématique obtenu dans le plan d’expérience et déterminer 1I’ensemble

de conditions, il faut calculer la valeur résiduelle, qui est la différence entre le résultat
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expérimental et le résultat estimeé [132-134]. Un bon modéle mathématique a une faible
valeur résiduelle, lorsque la signification du modele mathématique est évaluée, le t-Test et
I'analyse de la variance (ANOVA) sont les méthodes statistiques les plus souvent appliquées.
Le t-Test est utilisé pour comparer deux échantillons ou traitements, alors que ’analyse de
la variance est utilisée lorsqu'il y a plus de deux. Pour les deux analyses, le niveau de
signification doit étre fixé a 5 % erreur, (P-vaie < 0,05), pour indiquer que les traitements
présentent une différence statistiquement significative. Le niveau de signification est
également appelé "a", c'est-a-dire la probabilité qu'une hypothese nulle soit rejetée. Par
conséquent, lorsque "p" calculé par 'ANOVA est inférieur au niveau de signification, les
résultats peuvent étre considérés comme significatifs, tandis que "p" supérieur au niveau de
signification signifie que I'nypothése nulle est vraie et que les résultats ne sont pas
significativement différents, de sorte qu'il n'y a pas d'é¢léments probants pour rejeter
I'nypothése nulle. La figure I1.7 presente 1’enchainement et les étapes de la conception des
plans d’expériences, le choix des variables indépendantes et les variables dépendantes, la
section du type de plan quel que soit le plan, le plan de screening ou un plan de surface de
réponse, la réalisation expérimentale, et enfin I’interprétation des Data et la validation

mathématique des plans d’expériences.

L’expérimentation
Choix des facteurs ainsi que leurs intervalles de variatio
Choix de la réponse.
Le choix d'un modeéle expérimental adéquat.
. L’exécution des expériences prévues.

Analyses statistiques des données obtenues.

Conclusions

Recommandations

Figure 11.7: Classification de conception des plans d’expériences
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11.3.1. Codifications les niveaux des facteurs

La codification des niveaux de la variable ou facteur consiste a transformer chaque valeur
réelle étudiée en coordonnées a l'intérieur de I'échelle avec des valeurs sans dimension, qui
doivent étre proportionnelles a sa localisation dans I'espace expérimental. La codification est
importante car elle permet d'étudier des variables de différents ordres de grandeur, ampleur
ou magnitude (qualitative ou quantitative) sans que la plus grande n'influence I'évaluation
de la plus petite. L'équation I1.1 peut étre appliquée pour transformer une valeur réelle (zi)
on une valeur codée (xi) selon un plan expérimental déterminé :

Xi = (ZiA_—ZiZio)ﬁd (11.1)

Ou Zi est la distance entre la valeur réelle au point central et la valeur reelle au niveau

supérieur ou inférieur d'une variable, Bqest la valeur limite codée majeure dans la matrice

pour chaque variable, et Z° est la valeur réelle au point central [135].

11.3.2. Type de plans d’expériences

Les plans d'expériences sont un domaine qui a été développé pour économiser les ressources
gréce a des techniques et des procédures efficaces. Les plans d’expériences peuvent étre
utilisés pour passer au crible de multiples facteurs afin de déterminer lesquels sont
importants, lesquels peuvent étre ignorés sans risque et lesquels doivent étre considérés
comme interagissant avec d'autres facteurs. Les projets peuvent étre congus par étapes afin
d'identifier d'abord et de concentrer ensuite les ressources sur les facteurs importants et les
domaines d'intérét pour passer au plan d’optimisation. Les nombres d'observations a chaque
niveau d'une régression ne doivent pas nécessairement étre équilibrés. Les doubles peuvent
étre utilisés plus efficacement que les triples. Les plans de surface de réponse ou les plans
d’optimisation ainsi que les plans de screening tel que les plans factoriels sont analysés a
I'aide de I'ANOVA et des fractions du plan original peuvent étre utilisées pour collecter les
mémes informations plus efficacement. Le tableau 11.1 représente tous les type de plans
d’expériences quel que soit le plans, les plans de criblages et les plans de surface de réponse

[136].
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Tableau I1.1 : Types des plans d’expériences [136]

Plans d’expériences

Plans factoriels Plans de surface de réponse

1. Plans factoriels complets 1. Plans centrales

2. Plans de Plackett-Burman - composites
Q|2
D | 2

3. Plans factoriels fractionnés ; < 2. Plans de Box Behnken
®© L
o | 2

4. Conception de réseau orthogonal g

Taguchi

11.3.2.1. Plans de criblages
Bien qu'un grand nombre de facteurs influencent le processus d'extraction des sucres
réducteurs a partir de la biomasse lignocellulosique, certains d'entre eux n'ont pas d'effet
significatif sur celui-ci. Le Criblages, la sélection, le dépistage, et le screening des facteurs
les plus influents est le principal objectif de l'utilisation d'une conception expérimentale dans
I'extraction des sucres réducteurs. Les plans de sélection sont utilisés pour déterminer les
facteurs les plus importants et leurs interactions parmi tous les facteurs potentiels. Ces types
de conceptions peuvent examiner simultanément des facteurs qualitatifs, quantitatifs et liés
au mélangeur. lls sont utilisés pour améliorer les techniques d’extraction, le rendement en
sucre réducteurs, les produits ou les processus de contrdle de la qualité et pour tester la
robustesse. Les plans factoriels complets a deux niveaux, les plans factoriels fractionnaires

a deux niveaux et les plans de Plackett-Burman sont souvent utilisés a des fins de criblage.

Le tableau 11.2 résume les avantages et les inconvénients des différents modeles de criblage
[137].
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Tableau 11.2 : Plans de criblage [137]

Types des plans

Avantages

Inconvénients

e Plan factoriel
complet a deux

niveaux

L'effet principal et
I'interaction des
facteurs peuvent étre

identifiés

L'incrément du
nombre de facteurs
conduit a la
géométrie
incrémentation du
numéro d'essai.
Ainsi que, la
conception n'est pas
réalisable pour
dépistage de plus de

seize facteurs.

e Plan factoriel
fractionnaire a deux

niveaux

Moins de pistes
expérimentales sont
nécessaires par
rapport a un plan
factoriel complet
pour le méme

nombre de facteurs

L'effet des
interactions entre les
facteurs est trés
limité et peut étre
mal interpréte car il
n'y a pas de mesure
de l'erreur dans ce

modele.

e Plackett—Burman

Un grand nombre de
variables  peuvent
étre examinées avec
un trés peu de piste

expérimentale

La conception n'est
utile que pour
identifier les
principaux effets et
ne tenez pas compte
de I'effet
d'interaction entre

facteurs

a) . Plans factoriels

Les plans factoriels permettent d'étudier plus d'un facteur a deux niveaux ou plus. Les plans

factoriels a deux niveaux sont utilisés a des fins de sélection ou criblage (le screening), car
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ils permettent d'obtenir les effets principaux et les effets d'interaction des facteurs considérés
avec un nombre réduit d'essais. Diverses combinaisons de différents niveaux de facteurs
sélectionnés sont généralement incluses dans ces plans d'expérience par lequel les
interactions entre les facteurs peuvent étre supposées. Ces conceptions sont plus efficaces en
termes de traitement d'un grand nombre de variables qu'une conception a une variable a la
fois (OVAT). Le nombre de facteurs et le nombre de niveaux de chaque facteur sont utilisés
pour classer les plans factoriels. Par exemple, un plan factoriel 2 * 2 signifie qu'il comporte
deux facteurs a deux niveaux chacun et un plan factoriel 2 * 3 signifie qu'il comporte trois
facteurs et deux niveaux pour chaque facteur. Habituellement, dans les plans factoriels, la
variable réelle est convertie en variable codée afin d'assurer une meilleure uniformité. Pour
déterminer les effets relatifs d'un facteur, I'analyse factorielle codée est recommandée car les
coefficients du modele sont sans dimension dans une analyse factorielle codée et donc
directement comparables. L'analyse de la variance (ANOVA) ou l'analyse de régression peut
servir de base a I'analyse d'un plan factoriel et a lI'ajustement du modele. Les plans factoriels
sont généralement classés en deux catégories : les plans factoriels complets et les plans

factoriels.

i). Plan factoriel complet

Un plan factoriel complet a deux niveaux peut étre utile pour le criblage lorsque peu de
facteurs doivent étre étudies. Toutes les combinaisons possibles de toutes les variables
d'entrée et leurs niveaux sont inclus dans un plan factoriel complet a deux niveaux. Le plan
factoriel complet peut étre désigné par 2" lorsque n est le nombre de facteurs. Les plans a
deux niveaux, sont les formes simples d'une orthogonale conception, ils sont généralement
utilisés pour selectionner les variables et analyser leurs facteurs. Chaque facteur a deux
niveaux : "Niveau bas" et "Niveau haut". Deming and Morgan, 1993 qui sont exprimés
respectivement par "+1" et "1". Parfois, l'effet des facteurs étudiés sur une réponse
particuliére peut étre décrit par un modéle polynomial et, si nécessaire, cette réponse peut
étre optimisée par un autre plan [138,139]. Les nombres d'essais expérimentaux sont
augmentés géométriguement avec l'augmentation des facteurs pour un plan factoriel
complet. Par exemple, 22 séries d'expériences sont nécessaires pour examiner les effets de
deux facteurs, et 32 séries d'expériences sont nécessaires pour trois facteurs. Les plans a trois
niveaux ou plus sont plus fréquemment pour construire la surface de réponse parce qu'ils
montrent les effets non seulement des facteurs linéaires, mais aussi des facteurs

quadratiques. Le plan factoriel complet peut ne pas étre viable pour un grand nombre de
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facteurs, car la mise en ceuvre de nombreuses conditions expérimentales est coliteuse et
complexe. Dans ce cas, les chercheurs envisagent a I’utilisation des plans factoriels
fractionnés comme un plan alternatif. Le plan factoriel complet a trois niveaux est
généralement utilisé dans le cadre de la méthodologie de surface de réponse (RSM), Les
variables indépendantes et leurs niveaux sont combinés de maniére a ce que le plan présente
toutes les combinaisons possibles. Ce type de plan traite les effets principaux et les effets
d'interaction entre les factures. Le plan factoriel complet peut étre symétrique, lorsque le
nombre de niveaux est le méme pour tous les facteurs étudiés, ou asymétrique, lorsque

chaque facteur a un nombre distinct de niveaux.

ii) . Plan factoriel fractionné

Pour évaluer les effets d'un grand nombre de facteurs, de nombreuses expériences sont
nécessaires, ce qui n'est pas realisable d'un point de vue économique et pratique. Les effets
de certains facteurs sur une réponse peuvent étre etudiés avec un plan factoriel fractionnaire
de maniére économique et pratique. Lorsqu'un nombre relativement important d'essais
expérimentaux est nécessaire pour un plan factoriel complet, une fraction du plan factoriel
complet est souvent utilisée pour obtenir les informations souhaitées. Le plan factoriel
fractionnaire a deux niveaux ne contient qu'une fraction du plan factoriel complet et il peut
examiner les facteurs (f) a deux niveaux par des expériences 2~ V- et (v=1,2,3,...,n). Un
plan factoriel fractionnaire est considérée comme un sous-ensemble représentatif d'un plan
factoriel complet. Au stade initial de toute étude, cela semble étre une bonne alternative a un

plan factoriel complet.

b). Plan de Plackett-Burman

Le plan de Plackett-Burman est un plan largement utilisé pour sélectionner et cribler les
variables significatives d'un processus. Il a été developpé par Plackett et Burman en 1946 et
il s'agit également d'un plan factoriel a deux niveaux [140]. Maximum f = N-1 facteurs avec
N exécutions peuvent étre examinés dans une expérience par un plan de Plackett-Burman,
ou N est un multiple de 4. Si les nombres de facteurs examinés sont inférieurs a f = N -1,
alors un sous-ensemble du plan de Plackett-Burman pour N exécutions peut étre appliqué.
Les expériences sont parfois reproduites pour déterminer les erreurs de l'expérience. En
général, un modeéle polynomial de premier ordre est ajusté pour le plan de Plackett-Burman
afin d'estimer les effets de plusieurs facteurs. Les facteurs significatifs du modéle estimé

peuvent étre identifiés par I’analyse de la varian.
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11.3.2.2. Plans d’optimisations

L'optimisation est une autre pratique de la conception expérimentale qui confirme les
conditions optimales ou les parametres d'une experience. L'approche d'optimisation
commence généralement par une conception de dépistage pour sélectionner les facteurs
importants et se poursuit par une conception d'optimisation, tels que la conception de
Taguchi, la conception composite centrale (CCD) ou Box—Behnken design (BBD).

a). Plan composite centrale

Box et Wilson ont développé Central Composite Design (CCD) en 1951 [141]. Le plan
composite central de rotation (CCRD) est le plus souvent utilisé pour obtenir la surface de
réponse. Pour obtenir la surface de réponse parce qu'il permet de construire un modeéle
(quadratique) du second ordre pour la réponse [142]. Ce type de plan se produit lorsque les
distances entre les deux points axiaux, comme les points factoriels du plan composite central,
et le centre sont identiques, de sorte que les chances de la réponse disponible sont les mémes
en tous les points d'une sphere centralisée a l'origine. L'é¢quation montre le modeéle

mathématique de second ordre :

F F F
Y =B +z_ BiX;+ ZZ _ BiniX]'l'Z_ Bi Xi  (11.2)
i=1 i=j—1 i=1

Ou y est la réponse, PO est I'ordonnée a l'origine, les valeurs Bi représentent le coefficient
des effets principaux, PBij sont les coefficients des effets d'interaction, Bii sont les termes de
second ordre et € est la composante aléatoire de I'erreur qui est déterminée par 1'ajustement
du modele aux donnees [143]. Le plan se compose de points factoriels (- 1, +1) et axiaux (-
a, + o) et de répétitions au point central, ce qui confére des propriétés telles que
l'orthogonalité et la rotativité a l'ajustement des polyn6mes quadratiques. Les points axiaux
(2k) permettent d'évaluer la courbure et d'estimer de nouveaux extrémes pour tous les
facteurs d'étude dans des configurations hautes et basses. Ce plan est utile car il permet
d'obtenir une connaissance complete des réponses avec le plus petit nombre d'expériences
possible [144]. Le nombre d'expériences pour ce plan peut étre obtenu a partir de I'équation
1.3:

N =K2+ 2K+ Cp (11.3)
Ou k représente le nombre de facteurs et Cp le nombre de répétitions du point central
[145].
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b). Plan de Box Behnken

La différence entre ce plan et le plan de rotation composite central est qu'il utilise trois
niveaux pour les facteurs d'étude (— 1, 0, +1), tandis que le plan de rotation composite central
utilise cing niveaux (-a,— 1, 0, +1, +a). L'équation suivante donne le nombre d'expériences
(N) requis pour le plan de Box-Behnken [146]. Ou k est le nombre de facteurs et Cp le
nombre de répétitions du point central :

N = 2k(k — 1) + Cp (11.4)

Ce plan est également utilisé dans la méthodologie de la surface de réponse pour obtenir le
modele mathématique de second ordre, qui permet d'optimiser le processus étudié.
L'avantage du plan de Box-Behnken est qu'il met en évidence les problemes liés aux limites
expérimentales et évite les combinaisons inutiles de traitements [147]. Malgré les avantages
de la méthodologie de la surface de réponse pour I'analyse des données expérimentales, la
technique ne précise pas quel type de conception doit étre utilisé pour collecter et analyser

les informations [148].

11.4. Conclusion

La caractérisation physico- chimique, structurelle, thermique et morphologique du sarment
de vigne de variété cardinale a éte etudiée par des methodes conventionnelles. Cette étude
constitue une source d’information sur les éléments de constitution de base, les groupements
fonctionnels, la morphologie et le comportement de la décomposition thermique.
Cette étude montre une teneur élevée en Holocellulose, d’alpha cellulose et hémicelluloses
pouvant participer a la production de carburant de deuxieme génération ou a la production
de fibres industrielles et de nouveaux matériaux. Le principal avantage de cette biomasse
lignocellulosique est qu’elle est abondante et renouvelable. A la suite de ces résultats, cette

plante ouvrirait la voie a de nouvelles applications tout a fait intéressantes.
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Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

I11.1. Matieres premiéres et échantillonnages

La wilaya de Boumerdes est considérée comme une wilaya a caractere agricole par
excellence, puisque la superficie agricole totale est estimée a 98 454 hectares, dont 64 600
hectares sont arables, équivalent a 66 % de la superficie totale, et la superficie irriguée
représente 32 %, la partie importante pour nous c’est la viticulture, qui occupe 20 % de la
superficie arable de la wilaya. Cette division s'est développée au cours des 15 dernieres
années, puisque la superficie de la vigne est passée de 5 199 hectares en 2000 a 10 948
hectares en 2015. La wilaya de Boumerdes et ses dairas contribuent a plus de 50 % a la
production nationale de raisins de table. Les déchets de sarments de la vigne utilisés dans ce
travail proviennent du cépage cardinale, une des types de variétés de vigne, il est connu par
sa qualité. D’aprés la direction agricole de Boumerdes, la superficie viticole est 13 872
Hectare (2018), et une superficie de cardinale est de 2347,6 hectare. Les dix variétés des

raisins de tables de la région de Boumerdes et ses dairas sont donnees dans la figure. 111.1.
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1. Muscat

2. ltalia

3. Chasselas

4. Victoria

5. Sultanine

6. Gros noir

7. Red Glob

8. Dattier

9. Cardinale

10. Sabelle

Figure 111.1: Variétés de vigne dans la région viticulture de Boumerdes
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J4Sa 700-1600
J4sa 200-500
J4sa 30-100
J5Sa 4-20

LI

Figure 111.2 : Répartition et superficies des champs de vigne dans la wilaya de Boumerdes de
I’année 2020

Les échantillons ont été collectés au début de mois de mars 2018 dans la région de Bordj
Menaiel, wilaya de Boumerdes (60 km a l'est d'Alger), et soigneusement lavés a I'eau
distillée pour éliminer les impuretés, puis séchés pendant 20 jours a température ambiante
dans une chambre noire ventilée pour protéger les composés de l'oxydation par la lumiere,
ce dernier a été réduit a environ de 3 cm de long avec une lame de rasoir, puis séchés dans
une étuve pendant 24 h a une tempeérature de 60 °C, avant de les soumettes aux analyses
physico-chimiques. La biomasse lignocellulosique (environ 800 g de biomasse en copeaux)
est ensuite broyé finement jusqu'a une granulométrie inférieure a 1 mm (broyeur électrique
modéle MX-E1900- puissance 900 W Condor, Algérie) puis tamisees pour avoir un lot
unique et homogénéisé a l'aide d'un tamis a mailles en acier inoxydable a manche avec une

ouverture de 1 mm.

Figure 111.3: Biomasse lignocellulosique du sarment de la vigne a I’état poudre aprés broyage
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La taille de la biomasse apreés le tamisage a été mesurée a l'aide d’une granulométrie laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments). La matiére premiére a été stockée dans des sacs
hermétiques, a I'abri de I'humidité et de la lumiere, jusqu'a son utilisation ultérieure. Lors de
I'étape de criblage, la matiere premiére a été séparée en deux fractions. Il a été passé a travers
deux tamis standard de 125 pum et 500 pm et stocké dans les mémes conditions (voir annexe

figure 6 et 7).

I11.2. Caractérisation chimigue de la biomasse lignocellulosique

111.2.1. Détermination du taux d’humidité

L’eau dans la biomasse lignocellulosique se présente sous deux formes :

e A I’état libre : cette eau se trouve dans les lumens, les méats et les capillaires
intercellulaires.
e A I’état lié : elle forme la liaison chimique entre les groupements hydroxyles. Elle

est aussi contenue dans les parois cellulaires, on I’appelle eau hygroscopique.
L’humidité dans une biomasse lignocellulosique varie dans de grandes proportions.

e L’humidité relative, qui s’exprime en pourcentage, c’est la quantit¢ d’eau
contenue dans I’échantillon rapportée a la masse de ce dernier a 1’état humide.
e L’humidité absolue : exprime le rapport de la quantité d’humidité contenue dans

une prise d’essai, sur la masse absolument séche de la prise d’essai.

Les méthodes de détermination de I’humidité sont nombreuses et variées, basées toutes sur

le séchage de la biomasse lignocellulosique.

e Séchage a I’étuve [149] :
Une masse de 2 g de la biomasse lignocellulosique est portée a I’étuve a une température de
105 1 °C pendant 24 heures. Retirée de I’étuve, placée dans le dessiccateur et apres
refroidissement, pesée. L’opération est répétée jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Le taux d’humidité de la biomasse lignocellulosique est exprimé par 1’équation II1.1 :
Taux d’humidité relative (%) = (m; — my)/m;) x 100 (11.1)

Ou m;: masse initiale de la biomasse lignocellulosique (g)

mg: masse de la biomasse lignocellulosique apres séchage ()
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111.2.2. Détermination du taux de cendre

Dans la composition d’une biomasse lignocellulosique, on trouve également des substances
minérales, la proportion et la quantité de ces dernieres dépendent de la nature de la biomasse
lignocellulosique et des conditions de sa croissance. La quantité des cendres obtenues aprés
calcination de la biomasse lignocellulosique, on le nomme parfois ignifugations (c’est un
nom spécifique pour la biomasse). La cendre est la partie soluble dans 1’eau. Elle est
généralement constituée des sels et d’oxydes des métaux alcalins et alcalino-terreux, quant
a celles insolubles ce sont les sels et les oxydes des métaux lourds. Pour les analyses
ultérieures, il est nécessaire de connaitre non seulement le taux de cendre de la biomasse

lignocellulosique, mais aussi la proportion soluble [150].

Une prise d’essai de 2 g de la biomasse lignocellulosique (homogene et finement broyé) est
pesée dans un creuset en porcelaine. Le creuset est ensuite introduit dans un four a moufle
chauffe a une température de 575 £ 25°C pendant une durée de six heures afin de consommer
enticrement les composés organiques. A la fin de cette opération, a I’aide d’une pince, on
retire le creuset du four et on le transfert dans un dessiccateur pour le refroidir. On pése une

nouvelle fois le creuset avec la cendre.

Le taux de centre de la biomasse lignocellulosique ou le taux des substances minerales de la

biomasse lignocellulosique est exprimé par I’équation 111.2 :

Taux de cendre (%) = ((m; —my)/m;) x 100 (1n.2)

Ou m; : masse initiale de la biomasse lignocellulosique (g).

m, . masse de la biomasse lignocellulosique apres calcination.

111.2.3. Détermination du taux des extractibles

e Teneur en lipides (matiéres grasses) et extractibles (Hexane\ éthanol)

Mis a part les polysaccharides (cellulose, hémicellulose) et la lignine, la biomasse
lignocellulosique contient également des substances qui ne rentrent pas dans la composition
des parois cellulaires. Ces substances correspondent aux hydrocarbures aromatiques et
aliphatiques, les acides organiques, les terpenes, les résines, les éthers, les graisses ...etc.
Ces derniers peuvent étre extraits par les solvants neutres : benzéne, toluene, eau, alcool,

acétone.... etc.
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La composition des substances extractibles dépend de I’espéce (nature ou type de la
biomasse lignocellulosique), de la période de ’année ou a eu lieu la coupe ou la récolte de
la biomasse lignocellulosique, les conditions climatiques, nature de sol, ainsi que I’endroit
du prélévement de 1’échantillon (tronc, branches, feuilles) sans oublier que les conditions

d’extractions dépendent de la nature du solvant utilisé.

Les substances extractibles sont classées en groupes, suivant leur nature et de celle de I’agent
extractif [151].

1. Volatiles.
2. Solubles dans les solvants organiques : éthers, alcools, cétones...etc.
3. Solubles dans 1’eau, parmi ces substances on trouve I’amidon, les substances

pectiques, les sels minéraux, certains sucres, les colorants et les tanins.

Une prise d’essai de 2 g de la biomasse a été introduit dans une cartouche en cellulose (22 x
80 cm) placée dans I’extracteur & Soxhlet (voir annexe figure 8). Dans un ballon on verse
200 mL d’éther di-éthylique, dans le cas de la determination du taux de matiere graisse
contenue dans une biomasse lignocellulosique, ou on verse dans un ballon 2 volume toluéne/
1V éthanol), par ailleurs la quantité extractible contenue dans une biomasse
lignocellulosique). Apres 4 a 6 heures d’extraction selon la nature de I’échantillon, I’extrait
est transferé dans un autre ballon, préalablement séche et pesé. Le solvant est distillé et
récupére.

Le taux des extractibles contenue dans la biomasse lignocellulosique est exprimé par la

relation 111.3:

Taux d'extractible (%) = ((m; —my)/m;) x 100 (111.3)

Ou m; : masse initiale de la biomasse lignocellulosique (g).

my . masse est de la biomasse lignocellulosique apres extraction (g).

111.2.4. Détermination du taux de I’holocellulose

Dans la composition de la biomasse lignocellulosique on trouve 1’holocellulose ; c’est un
mélange de la cellulose et ’hémicellulose. L’holocellulose est la fraction polysaccharidique
totale de la biomasse lignocellulosique, de bois, et des produits similaires, composée de
cellulose et de toutes les hémicelluloses, obtenue en éliminant les matieres extractibles et la

lignine du matériau naturel [152].
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29 de sciure de sarment de la vigne a été inséré dans un tube a vis, on ajoute dans le tube a
vis un volume de 32 mL d’eau déminéralisée, aprés en introduire une quantité de 0,4 g de
chlorite de sodium (NaClOy) puis a I’aide d’une pipette, on ajoute un volume de 0,2 mL
d’acide acétique pure (CH3COOH). Le tube a vis a été introduit dans un bain marie porté a
une température de 75 °C pendant une heure. 0,4 g de chlorite de sodium et un volume de
0,2 mL d’acide acétique a été ajouté a la solution. Ces réactifs d’ajout on était répété au
minimum quatre fois, jusqu’a avoir un solide avec un aspect blanchatre de couleur et cela
heure de temps. Le mélangé est alors filtré sous vide sur creuset filtrant en verre fritté N° 4,
préalablement séche et pesé. Le filtrat est lave avec de 1’eau déminéralisée chaude et séché
dans I’étuve a 40 °C pendant 24 heures jusqu’a avoir une prise de mesure stable, aprés I’avoir
refroidi dans un dessiccateur, le taux d’holocellulose contenue dans la biomasse

lignocellulosique est exprimé par la relation (111.4) :
Taux d'holocellulose (%) = ((m; —my)/m;) X 100 (1n.4)

Ou m; : masse de la biomasse lignocellulosique aprés extraction des extractibles (g).

m, : masse de la biomasse lignocellulosique a I’aspect blanchétre (g).

111.2.5. Détermination du taux d’a-cellulose

Une prise de 2 g d’holocellulose prépareé selon la méthode précédente a été introduite dans
un bécher de 250 mL, ensuite 3 solutions ont été préparees, une solution d’acide acétique a
10 %, et deux solutions de la soude caustique (NaOH) ; une a 8,3 % et ’autre a 17,5 %. 10
mL de la solution de la soude caustique a 17,5 % a été ajouté a la prise de masse
d’holocellulose, cette solution doit étre mélangé doucement a I’aide d’une baguette de verre
pendant de 2 a 5 minutes, jusqu’a ce qu’elle soit adsorbée par échantillon d’holocellulose.
Apreés 30 min (dissolution totale de ’hémicellulose), on a ajouté 33 mL d’eau déminéralisée
et on continue 1’agitation, doucement et attentivement et on laisse reposer pendant une heure.
Apreés filtration le résidu et lavé avec la solution de NaOH a (8,3%), neutralisé avec de I’acide
acétique a 10 % puis rincée avec de I’eau déminéralisée, en répétant I’opération jusqu’a ce
que le filtrat devienne neutre (pH = 7). Apres filtration on finit par séchage a 100°C pendant
24 heures et on le refroidit pendant 1 heure sous dessiccateur avant la prise de mesure de la
masse [148]. Le taux d’a-cellulose contenue dans la biomasse lignocellulosique est exprimé

par la relation I11.5 :

Taux d’ a — cellulose (%) = ((m; —my)/m;) X 100 (11.5)
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Ou m; : masse initiale d’holocellulose () .

m, . masse de la biomasse lignocellulosique apres neutralisation (g).

111.2.6. Détermination du taux de p-cellulose (Hémicellulose)

Le taux d’hémicellulose ¢’est la différence entre la teneur en holocellulose et a-cellulose, il

a été déterminé en utilisant I'équation 111.6.

Taux d’ B — cellulose (%) = ((%) holocellulose — (%) a—cellulose) (I “6)

111.2.7. Détermination I’indice de lignine

Une prise de 2 g de la biomasse lignocellulosique a été inséré dans un tube a vis on ajoute
un volume de 30 mL d’une solution d’acide sulfurique a une concentration de 72% , et on
le laisse agir (sans agitation) pendant deux heures a tempeérature ambiante, aprés deux
heures, la solution est diluée par 1 L et 124 mL d’cau distillé dans le but d’obtenir une
solution a concentration massique d’acide sulfurique de 3%, cette solution dilué a été mise
dans un flacon résistant aux faibles pressions, a la fin, le mélange est filtré a ’aide d’une
pompe a vide en utilisant le creuset préalablement pesé, lavé a I’cau distillée et séché a

I’étuve ventilée [151] . L’indice de la lignine est calculé a partir de la relation I11.7
Indice de la lignine (%) = ((m; —my)/m;) X 100 (111.7)

Ou m; : masse initiale de la biomasse lignocellulosique (g).

m, - masse de la biomasse lignocellulosique apres le traitement acide ().

111.2.8. Déterminations de la teneur en sucres réducteur par la méthode
de Gabriel Bertrand

La méthode permet de doser les sucres réducteurs apres une inversion exprimée en glucose
ou le cas échéant tel que en cas de saccharose par conversion a ’aide d’un facteur 0,95, elle
est applicable aux aliments composés ou les matiéres de la biomasse lignocellulosique, il y

a lieu de doser séparément le lactose et d’en tenir compte dans le calcul des résultats [153].

111.2.9. Détermination des teneurs en polyphénols totaux de I’hydrolysat

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode décrite par Wood [154,155]
10 mg d’échantillon ont été dissous de la solution méthanol-eau. A un volume de 300 pL

d’extrait ou de fraction ont été ajoutés 1,5 mL de reactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois.
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Le mélange obtenu a été maintenu pendant 8 min a ’obscurité a la température ambiante (27
+ 3 °C), puis 1,2 mL de solution de carbonate de sodium a 75 g/L y ont été ajoutés. La
solution a été maintenue pendant 30 min a 1’obscurité a la température ambiante (27 + 3 °C).
La lecture de I’absorbance a été réalisée au spectrophotométre UV-visible (Thermo
Scientific evolution 201) a une longueur d’onde de 765 nm. L’acide gallique a été utilisé
comme standard de référence pour I’établissement de la courbe d’étalonnage (Voir annexe
figure 1) et pour la quantification des teneurs en polyphénols totaux exprimées en ug

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (ug EAG/p g d’extrait).

111.2.10. Détermination de la teneur en proteines brutes

Le principe de la méthode est basé sur la transformation de ’azote organique en sulfate
d’ammonium sous I’action de I’acide sulfurique en présence d’un catalyseur le sulfate
d’ammonium obtenu est distillé sous forme d’ammoniac et dosé apres déplacement en milieu

alcalin. Pour un dosage de protéines par la methode de Kjeldahl, on distingue deux étapes :

Une déminéralisation : introduire dans un matras de minéralisation 1g de I’échantillon a
analyser de la biomasse lignocellulosique, ajouter 25 mL d’acide sulfurique concentré et un
catalyseur minéral d’un mélange de sulfate de cuivre CuSOs a 10% et du sulfate de
potassium K>SO4a 90%, placer les matras au dispositif de minéralisateur, une fois la solution

devient claire, plus ou moins colorée, retirer les matras et laisser refroidir.

Une distillation : prélever 20 mL de la solution déminéralisée, ajouter 40 mL de soude 6N
puis distiller (pour alcaliniser fortement le milieu), le distillat est recueilli dans une solution
d’acide borique BH303 a une concentration de 4% destinée a fixer ’ammoniac, contenant
I’indicateur coloré (mélange de bleu de méthyléne). L’excés d’ammoniac est ensuite dosé
par I’acide sulfurique 0,05 (virage au violet), en parallele un témoin est préparé par la méme
procédure [156].

La teneur en azote total N est déterminée par la relation 111.8 :
N % = (V/V’) * (N-N°) * 0,05* (1,4 / P) (111.8)

Ou V : volume de la solution minéralisée complété a 100 mL.
V’ : volume de la soude caustique ajoutée.
N : volume en mL d’acide sulfurique lue apres titration.
N’: volume en mL d’acide sulfurique lue apres titration de témoin.

0,05 : normalité de I’acide sulfurique.
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P : poids (prise d’essai).

111.2.11. Détermination de la teneur en flavonoide d’hydrolysat

La quantification des flavonoides a été effectuée par spectrométrie UV-Visible (Thermo
Scientific evolution 201) avec le trichlorure d'aluminium (AICIz). En présence de ce dernier,
les flavonoides sont capables de former un complexe acide stable de couleur jaunatre qui
présente un maximum d’absorption aux environ de 430 nm. Les résultats obtenus sont
exprimes en pg équivalent de quercétine par milligramme d’extrait en utilisant 1’équation de
la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine (voir annexe figure
2).

111.3. Caractérisation physique de la biomasse lignocellulosique

111.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

L'analyse par reflexion totale atténuée - Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(ATR-IRTF) a été réalisée sur un spectrophotometre ThermoScientific Nicolet IS 10 Model
(Thermo Electron Scientific Instruments 11C, Fitchburg, WI 53711, USA), équipé du module
ATR ThermoScientific Smart ITR. Les déchets de sarments de la vigne de la variété
cardinale ont été broyés pour obtenir des particules d'une taille inférieure a 1 mm, tamisés a
nouveau (500 um d'ouverture) et séchés a 1’étuve a une température de 45 °C pendant une
nuit, puis places directement sur le cristal ATR (C/ZnSe). L'équipement a fonctionné en
mode d'absorption et de transmission avec une résolution de 2 cm? et un total de 40

balayages dans la gamme de 4000-600 cm™.

111.3.2. Analyse thermique simultanee

La stabilité thermique de la biomasse lignocellulosique a été étudiée par analyse thermique
simultanée, technique TG-DSC (thermogravimétrie couplée par une calorimétrie
différentielle a balayage) en utilisant un analyseur NETZSCH (modele STA 409 PC LUXX).
Le but de cette analyse est de déterminer la stabilité thermique de la biomasse
lignocellulosique et aussi de caractériser et d'observer la phase de transition et l'interaction
de I’échantillon avec la température. Dans un creuset d’alumine (AL203) 6,754 mg de
biomasse lignocellulosique a été chauffé avec une vitesse de 10 °C/min et un flux de 10
mL/min de l'argon gazeux utilisé comme gaz vecteur. L'analyse a été effectuée dans une

fourchette de température entre 25 a 550 °C.
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111.3.3. Analyse par spectroscopie de fluorescence de rayons X (FRX)

Dans la présente étude, I'analyse FRX a été réalisée a l'aide d'une spectroscopie FRX-1800
(Shimadzu, Japon) sous vide pour déterminer la composition minéralogique de la biomasse
lignocellulosique, cette derniére a été broyée et tamisée par un tamis de 0,050 mm de
porosité, mis en forme par le procédé de pressage a froid a l'aide d'une presse uni-axiale pour
obtenir un échantillon sous forme de pastille.

111.3.4. Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X a été effectuée pour identifier les phases cristallines présentés
dans la biomasse lignocellulosique, de déterminer leurs caractéristiques cristallographiques,
et de la régularisation des bandes qui forment la structure des polysaccharides [157].
L’analyse a été effectué dans un diffractometre de marque D8 Advance Bruker, Allemagne,
qui fonctionne en mode de transmission sous une tension de 40kV et un courant de I’ordre
de 35 mA en utilisant la raie de radiation monochromatique K du cuivre de longueur d’onde
L= 1,54056 A. La biomasse lignocellulosique a été balayée pour le nombre d’onde 0-4000
cm?. Les intensités de diffraction (20) ont été mesurées dans un intervalle angulaire compris
entre 10 et 120° par pas de 0,01°, et une vitesse de balayage de 01°/ min.

Afin de déterminer le taux de cristallinite de la cellulose, on a opté pour la détermination de
I’indice de cristallinité, par la méthode empirique de la hauteur du pic de DRX, en utilisant
I’équation 111.9 [158] :

CrI= ((ooz — Iam)/loo2)) *x 100 (111.9)

Ou loo2 : est I'intensité de diffraction par le plan (002) a un angle 26 entre 22° et 23°,
Iam : Intensité diffusée par la phase amorphe de 1’échantillon qui est prise a un angle
20 angle entre 18° et 19° (intensité minimale)
l(002) représente a la fois le matériau amorphe et cristallin alors que Iam) représente
seulement la partie amorphe. Cette méthode suppose que la contribution de la partie

amorphe soit la méme a 18° 'a 22.7°

111.3.5. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Cette technique capable d’obtenir des images de la surface des échantillons d’une biomasse
lignocellulosique étudié en utilisant le principe des interactions électrons-matiere. Les
images de micrographies de déchets de taille de vigne cardinale traité et non traité ont été

obtenues grace a un microscope électronique a balayage de type FEI Quanta 650 (W)
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Tungsténe a une tension d'accélération de 2 kV, 5 kV et 10 kV a un grossissement de 100,
140, 200, 280, 400, 500 et 800 fois, qui permet d’analyser des échantillons non conducteurs
tels que les végétaux en utilisant un film conducteur. Les micrographies obtenues permettent

d’observer la microstructure de la surface de la poudre végétale de sarment de vigne.

111.4. Prétraitement de biomasse lignocellulosique

111.4.1. Prétraitement thermolyse

L'extraction liquide a I'eau chaude a été utilisée pour éliminer les impuretés hydrosolubles
des déchets de sarment de la vigne de variété cardinale. 25 g de déchets ont été trempés dans
500 mL d'eau a 100 °C pendant 24 heures, sous agitations (500 tr/min). Les échantillons ont
été séchés a 50 °C sous vide pendant 24 heures aprés I’extraction et refroidis sous
dessiccateurs pendant 2 heures.

111.4.2. Trempage dans une solution alcaline

25 g de déchets de sarments de vigne de variétés Cardinale ont été trempés dans une solution
d'’hydroxyde de sodium 1 M avec un rapport solide/liquide de 1/8. L'échantillon a été laissé
pendant 24 heures a température ambiante avant d'étre traite, sous agitations (500 tr/min).
(500 tr/min). Apres trempage, un lavage a I'eau chaude déminéralisee et utilisés directement
pour I'extraction des sucres réducteurs sans aucune neutralisation.

111.4.3. Prétraitement a ’acide dilué

5 g de la biomasse lignocellulosique a éte trempeé dans une solution d’acide sulfurique H2SO4
a une concentration de 3% (m /v) avec un rapport (liquide/solide) (1/20) pendant une heure
a une température ambiante sous une faible agitation, en suite cette solution est maintenue
dans un autoclave pendant 30 minute a une température de 120 °C. Ce prétraitement permet

d’éliminer toute trace de la lignine.

111.5. Mode d’extraction des sucres réducteurs

111.5.1. Extraction sous reflux par I’acide trifluoroacétique (CF:CO2H)

L'extraction du sucre a été réalisée dans un Bicol a fond plat de 500 mL contenant une
solution d’acide diluée de Trifluoroacétique (CF3CO2H) avec la biomasse lignocellulosique.
Le montage a été associée avec un régulateur de température RDT (Resistance Temperature
Detector) capteur de température (Pt 100) au point de consigne souhaité soumis a une plaque
chauffante numérique équipé d'un agitateur numérique sous reflux a l'aide d'un condenseur
a eau (30 cm) a serpentin de GRAHAM. Apres extraction, I'hydrolysat est refroidi a I'eau,

filtré sous vide pour éliminer les impuretés de la biomasse lignocellulosique ensuite
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neutralisé avec NaOH (1 N) jusqu'a un pH=5 et 10. La delignification et la détoxification
d’hydrolysat ont été effectuées avec 3 g/L de poudre de charbon de bois, filtrée sous vide
avec le creuset filtrant N°3. L'hydrolysat a ensuite été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10
minutes, filtré par un papier filtre a travers un entonnoir, aspergé d'azote gazeux, sterilisé en
autoclave a 121 °C pendant 20 minutes et enfin refroidi a 4 °C.
111.5.2. Extraction sous micro-onde par I’acide sulfurique
L’hydrolyse acide est réalisée a 1’aide d’acide sulfurique dans des concentrations variantes
a4 %, 55 %, 7%. Le mélange variant de 2 a 6 % (m/v) a été traité sous micro-onde a une
puissance d’irradiation de 350 a 650 W pendant un temps de 40 a 90 min. Aprés
refroidissement, 1’hydrolysat liquide a été séparé et purifié par centrifugation et filtré
(Filtration Buchner) (filtre Whatman).
111.5.3. Extraction par saccharification (hydrolyse enzymatique)
Trois types d’activités enzymatiques complémentaires ont été choisis pour ’hydrolyse de
la biomasse lignocellulosique explicités ci-dessous

e L’activité enzymatique de I’enzyme commercial cellulolytic cocktail SN 50100

1mL équivalent a 729,47+ 26 U.
e L’activité enzymatique de ’enzyme Celluclast 1,5L (Novozymes)
1mL équivalent a 71,84 £1,3 U.

e [’activité enzymatique de la cellulase : 1mg équivalent a 120 U cellulase a partir

aspergillus Niger 1,4 - (1,3 : 1,4) — B-D-glucane,1,4 glucanohydrollase.

Ou 1U : correspond a la production d’une pmole de sucres réducteurs par minute dans

des conditions de température et de pH controlees.

111.5.3.1. Préparation une solution tampon d’acétate de sodium a un pH = 4

Dissoudre une quantité de 4g d’acétate de sodium (C3HsNaO) dans un volume de 300 mL
d'eau déminéralisée sous agitation ; apres dissolution, le volume est ajusté a 500 mL.

Afin d’ajusté le pH a une valeur de 4 on divise la solution préparée en deux volume, pour
une utilisation ultérieure dans le but d’une correction de la neutralisation de pH, ensuite en

ajuste le pH a la valeur voulue avec une solution acide acétique pure.

111.5.3.2. Technique de Saccharification

L'efficacité de commercial cellulolytic cocktails SN 50100 d’enzyme T. amestolkiae en tant

que suppléments de B-glucosidase pour la saccharification des sucres a été étudiée a l'aide
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d’une biomasse lignocellulosique du sarment de la vigne de variété cardinale soumise a trois
prétraitements différents : i) un hydro thermolyse, ii) trempage a une solutions d’acide
caustique (milieu alcalin) ; iii) un prétraitement a 1’acide sulfurique dilué¢ a l'autoclave
pendant 20 minuté a une température de 120 °C. La biomasse a été lavée trois fois avec de
I'eau déminéralisée, le pH a été ajusté a 5 avec une solution d'acide sulfurique, ensuite
déshydraté, lyophilisé et stocké pour une utilisation ultérieure.

1g de la biomasse prétraitée a éte saccharifiée a I’aide de la cellulase de différents types dans
un volume de 20 mL d’une solution tampon d'acétate de sodium a une concentration de 0,1
M et pH=4, incubé dans un incubateur- agitateur a une température de 40 °C, sous agitation
magnétique de 150 tr/min, pendant 96 heures. La cellulase Celluclast 1.5L (Novozymes) a
¢été utilis€é comme cocktail commercial de base, pauvre en B-glucosidase mais riche en

activités cellobiohydrolase et endoglucanase [159].
La saccharification a été réalisée comme suit :

1 U d'activité enzymatique I’enzyme cellulase de type Celluclast 1.5L Novozymes avec 2
U d'activité I’enzymatique de la cellulase de type commercial cellulolytic cocktail SN
50100 (voir partie 111.5.3).

L’hydrolyse enzymatique avec différents types d’enzyme de la cellulase été fait pour une

comparaison sous des différents rapports de la biomasse lignocellulosique.

La figure 111.4 représente les enzymes de la cellulase utilisé pour la saccharification de

biomasse lignocellulosique pour la production d’un biocarburant de la deuxiéme

génération.

Figure 111.4 : Cellulase (a) cellulast 1,5L (Novozymes), (b) commercial cellulolytic cocktails SN
50100
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111.6. Détoxification d’hydrolysat de déchets de sarments cardinaux

111.6.1. Détoxification par saturation a I’aide d’hydroxyde de calcium
une méthode peu codteuse et tres efficace de détoxification de I'nydrolysat de déchets de

sarments de la vigne de cardinale a été étudiée en utilisant une solution aqueuse de bio-
détoxification humide d'hydroxyde de calcium Ca(OH)2 ; comme réactif neutralisant d'acide
pour la précipitation des composés toxiques de I'hydrolysat, bien qu'elle présente un
inconvénient en termes de perte de sucre, cette méthode fournit un pH doux et stable sans
génération de composés phénoliques, une méthode pratique pour simplifier le processus,
réduire le temps, le cott et la main d'ceuvre. La détoxification a été effectuée en ajoutant
d'abord une solution aqueuse humide de bio-détoxification a I'hydrolysat pour ajuster le pH
a 10, I'hydrolysat initial neutralisant a été maintenu dans ces conditions a 50°C plus au moins
2°C pendant 40 min sous agitation a l’aide d’une plaque chauffante équipé d’une
thermocouple, puis le pH a été réduit a 5 par une ré-acidification en ajoutant de I'acide
sulfurique H2SOs, ensuite il a éte ré-filtré dans les méme conditions précedentes pour
¢limination tout précipité formé, le filtrat a été laissé a 1’aération dans le but de débarrassé
des substances volatiles aprés le processus de détoxification, la boue de Ca(OH) a ensuite
été filtrée a travers un papier filtre (Whatman) sous une pompe a vide, bullé avec de I'azote
gazeux pendant 5 heures pour éliminer la lignine condensés , L’hydrolysat liquide détoxifié
a été stérilisé a 121°C pendant 20 mn et stocke a 4 °C pour utilisation ultérieure, I'nydrolysat

détoxifie stériles a éte utilisé directement pour la fermentation [160,161].

111.6.2. Détoxification par charbon actif et barbotage a I’azote

Le procédé aux charbons actifs consiste a mettre en contact un hydrolysat et des charbons
actifs. Ce procéde, utilisé pour éliminer les composés phénoliques, et aussi elle a montré
également une aptitude a diminuer les concentrations en furanes et acide acétique [162]. La
régénération du charbon actif se fait rapidement et simplement en I’immergent dans une eau
bouillante pendant quelques heures de temps, mettre en contact un gramme de charbons
actifs et 100 mL d’un hydrolysat extrait par micro-onde sous une concentrations dilué
d’acide sulfurique ou celle par extraction a reflux par utilisations 1’acide Trifluoroacetique

pendant 12 heures.
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I11.7. Procédures analytiques des sucres réducteurs

111.7.1. Préparation du réactif DNS (3,5-acide dinitrosalicylique)

Le réactif DNS a été préparé en utilisant 1,0 g d'acide 3, 5-dinitrosalicylique, 200 mg de
phénol cristallin et 50 mg de sulfite de sodium dissous dans 100 mL de NaOH a 1 %. Le sel
de Rochelle KNaCsH40s.4H-0 a été préparé en dissolvant 40 g de tartrate de potassium et
de sodium dans 100 mL d'eau distillée [163].

Le réactif DNS se prépare a chaud et sous agitations jusqu’a avoir un liquide homogene,
ainsi qu’il son conditionnement a I’ombre (le flacon est revéte par un film d’aluminium) a 4
°C de préférence.

Les concentrations en sucre ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage utilisant le
glucose comme standard (voir annexe figure 3).

111.7.2. Dosage des sucres réducteurs par la méthode DNS

Cette technique est basée sur I'utilisation des propriétés réductrices du glucose dans un
milieu alcalin et a chaud. Dans cette réaction 1’acide 3,5- dinitrosalicyliqgue ou DNS (aussi
appelé acide 2-hdroxy- 3,5 dinitro-benzoique} subit une réduction. Le dosage des sucres
réducteurs est déterminé par la méthode chimique au DNS, les concentrations en sucres
réducteurs sont exprimées en équivalent glucose (g/g de matiére seche). Les sucres
réducteurs ont été estimés par la méthode de l'acide dinitro salicylique (DNS). 1 mL
d'hydrolysat a été mélangé a 1,5 mL de réactif DNS, puis bouilli dans un bain-marie a 100
°C pendant 5 minutes. L'échantillon obtenu a été refroidi avec de I'eau, puis 7,5 mL d'eau

distillée ont été ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 510 nm [164].

111.8. Optimisation des sucres réducteurs par la méthode des plans

d’expériences
e Plans d'expériences

Le screening et ’optimisation du processus d’extraction des sucres réducteurs a partir de la
biomasse lignocellulosique du sarment de la vigne de variété cardinale a été basée sur
I'utilisation des plans de Plackett-Burman, Box Behnken, et central composite design en vue
d'économiser I'énergie et l'efficacité énergétique pour un développement durable dans le but

de construire un monde s0r et sain basé sur les 12 principes de la chimie verte.
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111.8.1. Plan de Plackett Burman

Le plan de Plackett-Burman a été utilisé pour identifier les facteurs significatifs, parmi les
six facteurs considérés dans cette étude qui influencent et modifient le rendement de
I'extraction des sucres réducteurs extrait a partir de la biomasse lignocellulosique. Le plan

était basé sur le modeéle polynomial de premier ordre suivant :

Y=ﬂ0+zz:=1ﬂixi (I“lO)

Ou Y : variable dépendante (la réponse), a savoir le rendement de l'extraction en sucres

réducteurs.

Bo : coefficient constant = l'intercepte du modele = le terme de décalage.

(i : effet linéaire.

F : numéro de la variable (d’entrée) ; dans notre cas F=6.

Xi : variables indépendantes (les facteurs).
Dans la présente étude, six facteurs (variables indépendantes) ou (intrants) comprenant la
vitesse d'agitation Xz, les concentrations d'acide Trifluoroacetique Xa, la température Xs, le
rapport (solide/liquide) Xa, la taille des particules de poudres Xs, le temps d'extraction Xs,
ont éte étudies afin d'identifier les facteurs significatifs pour le rendement d'extraction en
sucres reducteurs. D'autre part, les six facteurs ont été évalués dans le cadre d'un plan de
Plackett Burman en 12 étapes. Chaque facteur a été évalué a deux niveaux : -1 pour le niveau
bas et +1 pour le niveau haut. Le plan est présenté dans le tableau I11.1 et les rendements

d'extraction des sucres réducteurs donnés sont la moyenne de trois répétitions.

Tableau I11.1 : Variables et les niveaux dans la conception statistique pour le criblage affectant le

rendement de I'extraction du sucre

Variables Facteurs Niveau bas (-1) Niveau haut (+1)
X1 Vitesse agitation (tr/min) 500 750
X2 Concentration d’acide TFA (%) 1 10
X3 Température (°C) 60 100
X Rapport (g/100 mL) 1 5
Xs Taille des particles (pum) 125 500
Xs Temps d’éxtractions (min) 20 180
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111.8.2. Plan de Box Behnken

Le nombre d'expériences a été calculé selon I'équation suivante
N=K*+K+C(, (111.11)

Ou K : nombre de facteurs, K = 3 dans cette étude,

Cp : nombre de répétitions des points centraux (Cp = 3) dans la présente étude.

L'analyse multi-régression des données pour ajuster une équation polynomiale de second
ordre (modéle quadratique) a été effectuée selon I'équation suivante, qui prédit les conditions

optimales de I'extraction des sucres réducteurs.

F F F
V=Boty BXit Y >  BXX+y gyx; (1112
=1 i=j-1 i=1

Ou Y est la variable dépendante (la réponse), a savoir le rendement d'extraction en sucres
réducteurs, Po est le coefficient constant (interception du modele ou le terme de décalage),
Bi, Pii et P sont les coefficients des effets linéaires, quadratiques et interaction
respectivement, F est le numero de la variable (les entrées), Xi et Xj représentent sent les

variables indépendantes.

Dans cette étude, un plan de Box Behnken a trois facteurs et trois niveaux a eté utilisé pour
optimiser les parametres des facteurs sélectionnés, tels que la concentration en acide
trifluoroacétique, Xi, le rapport (solide/liquide), X2, le temps d'extraction, Xs, afin de
maximiser le rendement d'extraction du sucre, ce qui a donné lieu a 15 essais. Chaque facteur
a éte évalué a trois niveaux (-1) pour le niveau bas et (0) pour le niveau moyen ou central et
(+1) pour le niveau haut. Le plan est présenté dans le tableau 111.2 et les rendements

d'extraction en sucres réducteurs donnés sont la moyenne de trois répétitions.

Les expériences ont été réalisées dans un ordre aléatoire afin d'éviter tout biais et de réduire

les résultats de la variabilité imprévue des réponses due a des facteurs non pertinents.
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Tableau I11.2 : Variables et les niveaux dans la conception statistique pour l'optimisation affectant

le rendement de I'extraction du sucre

Variables Facteurs Niveau Niveau Niveau haut
bas moyen (0) (+1)
(-1)
X1 Concentration en acide TFA (%) 1 55 10
X2 Rapport (g/100 mL) 1 3 5
X3 Temps d’éxtraction (min) 20 100 180

111.8.3. Plan centrale composite

Un plan central composite, avec quatre variables et trois niveaux, a été choisi au cours de ce
travail de recherche. Il a éte appliqué pour obtenir un modele polynomial de second ordre
qui présente le rendement en sucre reducteur en fonction de 4 variables indépendantes, a
savoir le temps d'extraction, le rapport liquide/solide, la concentration d'acide sulfurique et
la puissance d'extraction de micro-onde. Toutes les expériences ont été réalisées de maniere
aleatoire. Le modele de surface de réponse, qui vise a décrire la variable dépendante Y (la
réponse) (sucre reducteur) en fonction des variables indépendantes est donné par I'équation

suivante
F F F 2
Y = ﬁo + Zizlﬁixi + Zzizj_lﬁijxixl + Zi:lﬂii X; (I ”13)

Ou B0, i, Bii, et Bij sont les constantes des coefficients de régression du modele testé, tandis

que Xi, Xj, et Y sont les variables indépendantes et dépendantes, respectivement.

Dans la présente étude, la méthodologie de la surface de réponse (MSR) a été appliquée aux
conditions optimales pour la concentration en sucre réducteur (%). Les niveaux et les plages
des variables indépendantes ou des facteurs sont indiqués dans le tableau 111.3. Le temps
d'extraction était compris entre 40 et 90 minutes, la concentration d'acide sulfurique entre 4
et 7 %, le rapport solide-liquide entre 2 et 6 g/100 mL et la puissance d'extraction de micro-
onde entre 350 et 650 watts. Les variables codées et non codées, correspondant au plan
choisi, sont également présentés dans le tableau 111.3. Les niveaux des facteurs ont été basés
sur les données expérimentales. Le plan étudié était le plan composite central (PCC), avec
quatre variables indépendantes, une variable dépendante et trois niveaux (-1, O et 1), et
comprenant 27 expériences comme détaillé dans le tableau 1V.9 (résultats et discussion).

Pour minimiser l'effet de la variabilité inexpliquée de la réponse observée, les expériences
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ont été réalisées dans un ordre aléatoire. L'analyse statistique des données a été réalisée a
l'aide du logiciel JMP (version 13, SAS). L'impact des variables indépendantes sur les
réponses testées (concentration de l'extraction de sucre réducteur a partir de déchets de
sarments cardinaux) est justifié par l'analyse des données de variance (ANOVA). Si la

probabilité (p) est inférieure a 0,05, alors le facteur testé est significatif.

Tableau I11.3 : Variables et les niveaux dans la conception statistique pour l'optimisation affectant

le rendement de I'extraction du sucre

Variables Facteurs Niveau bas Niveau Niveau haut
(-1) moyen (0) (+1)
X1 Puissance des radiations (watt) 350 500 650
X2 Temps d’extractions (min) 40 65 90
X3 Concentrations en acide (%) 4 5,5 7
X4 Rapport (g/100 mL) 2 4 6

111.9. Analyse statistique des plans d’expériences

Une analyse statistique du modele a été effectuée pour évaluer l'analyse de la variance
(ANOVA), l'analyse comprend le test de Fisher (F-test), sa probabilité associée P (F) et le
coefficient de détermination (R?) qui mesure la qualité de l'ajustement du modéle de
régression. La surface de réponse et les courbes de niveau des réponses prédites du modele

ont été utilisees pour accéder a l'interaction entre les facteurs significatifs.

Le logiciel JIMP Prol13 a été utilisé pour la conception des expériences ainsi que pour

I'analyse de la régression des données expérimentales obtenues.

111.9.1. Validation des modeles mathématiques
Pour valider les modéles testés, deux parametres statistiques ont été appliqués dans cette
étude. Les expressions du coefficient de détermination (R?) et la racine carrée de I'erreur

quadratique moyenne (RMSE) sont données par les expressions suivantes :

- \/ n (Y:i—Ypi)z (111.14)
, = ((Yei — Ypi)?
R _1—2 (W) (111.15)

i=1
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Ou n: nombre d'expériences.
Yei : concentration expérimentale de sucre réducteur.
Y pi : concentration de sucre réducteur.

Y : concentration moyenne de sucre réducteur obtenue a partir des expériences.

111.10. Procédure analytique pour une fermentation alcoolique

e Partie microbiologigue

Dans le cadre de la production de bioéthanol de deuxieme génération via la fermentation
d’une biomasse lignocellulosique du sarment de la vigne de variété cardinale en adoptant

les différentes étapes selon le protocole suivant :

111.10.1. Préparation des milieux de cultures solides

111.10.1.1. Préparation du milieu de culture Yeast Extract Peptone Dextrose Agar
(YEPDA)

Deux milieux YEPDA solide sont préparé a deux pH différents (pH=5,10 et pH neutre) pour
cultiver, suivre le comportement et la croissance des levures Saccharomyces cerevisiae
sélectionnées ; dans 2 flacons contenant chacun 10 g de glucose, 5 g d'extrait de levure en
poudre, 5 g de peptone, est complété par 11 g d'agar on ajoute 500 mL d'eau distillée, chaque
flacon est additionné de deux d'antibiotiques (0,4 g amoxicilline tri-hydrate et 0,025 g
chloramphénicol) dans le but d’inhiber toute croissance bactérienne. Le milieu YEPDA a
été mélangé pendant 2 h, le pH du milieu acide est ajusté a 5,10 avec de I'acide chlorhydrique
(2 M), toute en Vvérifiant la neutralité du deuxiéme milieu YEPDA puis on les stérilise a

120 °C pendant 20 minutes a autoclave.

111.10.1.2. Préparation des milieux de culture

L’étape la plus importante dans cette partie est de préparé un environnement de travail
stérile en nettoyant la paillasse & I’aide d’un oxydant, généralement on utilise de I’eau javel
pour éviter toutes les contaminations des micro-organismes non cibles et d’élimination de
certains germes pathogeneses ou non pathogenes et par I’allumage des becs bunsen.

En premier lieu, les milieux de cultures solides YEPDA stérilisés sont liquéfiés dans un four
micro-ondes, laissés les refroidir pendant quelques minutes puis couler environ 20 mL du

milieu dans chaque boite de Pétri soit en verre préalablement autoclavées a la fin on les laisse
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pour se solidifier afin de nous permettre I’ensemencement des souches de levure en formes
de stries.

e Préparation de I’eau physiologique

Eau physiologique stérile est une solution physiologique isotonique, une solution salinée,
elle est composée d’eau déminéralisée stérile et de chlorure de sodium (NaCl) de 0.9 %
(m/ v), elles sont utilisées pour les préparations des suspensions microbiennes, son objectif

c’est de gardé la souche active.

111.10.2. Revification et vérification de la pureté des levures
Dans ce présent travail, deux espéces de la levure boulangére Saccharomyce cerevisiae de
différents paramétres de croissances ont été sélectionnée pour la production du bioéthanol

a savoir :
111.10.2.1. Vérification des levures

e La levure Saccharomyces cerevisiae lyophilisée

La Saccharomyce cerevisiae lyophilisée a été fournie par 1’industrie de production des
parfums, zone industrielle Reghaia. Pour la revification de cette souche, nous avons
reconstitué environ 0,1 g de la poudre dans 10 mL d’cau physiologique stérile puis une
goutte a été prelevée et ensemencée dans des boites a pétri contenant le milieu de culture

solide YEPDA avec un pH 5, les cultures sont incubées dans I’étuve a 37 °C pendant 48h.

e La levure Saccharomyces cerevisiae ATCC® 9763

La Saccharomyce cerevisiae ATCC® 9763 a été fournie dans un tube contenant une
gélose inclinée YEPDA par le centre de recherche et de développement Saidal d’El
Harrach, Alger. La souche a été repiquée directement dans le milieu de culture solide
YEPDA avec un pH =7, incubées a 37 °C pendant 48h.

e La levure Saccharomyces cerevisiae ACTIFLORE® ROSE

La Saccharomyce cerevisiae lyophilisée ACTIFLORE® ROSE sous forme de poudre, nous
avons reconstitué environ 0,1 g de la poudre dans 10 mL d’eau physiologique stérile puis
une goutte a été prélevée puis ensemencée dans des boites a pétri contenant le milieu de

culture solide YEPDA avec un pH =5, les cultures sont incubées a 27 °C pendant 48h.
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111.10.2.2. Vérification de la pureté des levures

Pour vérifier la pureté des levures, deux examens sont effectués a partir des cultures jeunes

des levures : un examen macroscopique et un autre par observation microscopique.

e Examen macroscopique

L’examen macroscopique est un examen de routine qui pour but de confirmer
I’homogénéité des colonies apreés croissance indiquant ainsi que la pureté de la souche
utilisée.

e Examen microscopique a I’état frais :
Pour la réalisation de cet examen une colonie de chaque levure est prélevée a I’aide d’une
pipette Pasteur est déposée sur une goutte de I’eau distillée préalablement mise au centre de

la lame puis recouvrir le tout par une lamelle au-dessus. L’observation au microscope se fait

tout d’abord a 1’objectif x40 puis x100.

111.10.2.3. Conservation des levures

Pour des utilisations ultérieure des souches revivifiables une étape de conservation de ces
derniéres est primordiale, la méthode la plus simple et la plus utilisée pour conservation de
leur viabilité allant jusqu'a 6 mois consiste a repiquer les levures dans des tubes de gélose
YEDPA incliné avec leur pH adéquat (voir annexe Figure 111.10), les cultures sont incubées
pendant 48h a leur température optimale, 37 °C pour la levure lyophilisé, 30 °C pour
ATCC® 9763, et 27 °C pour Actiflore® roseé pour permettre une croissance maximale, puis

elles sont stockées a 4°C.

e Détermination de la température et pH optimum de la croissance des deux
levures de Saccharomyces cerevisiae
Dans le but d’optimiser, de sélectionner, le pH et la température optimale de la croissance,
ainsi que d’améliorer la production de bioéthanol extrait a partir de la biomasse
lignocellulosique, nous avons utilisé la méthode conventionnelle One Factor at a time
(OFAT) sur un milieu solide. Des boites de pétri contenant le milieu de culture YEPDA
solide, ajusté a différents pH (4, 5, 6,et 7) sont préparés, ensuite chaque levure est
ensemencée dans chaque boite et incubées pendant 3 jours a différentes température (27,
30, 37, 40,et 45°C), par la suite une observation macroscopique de la croissance est

enregistrée de la maniére suivante : (+++) représente une forte croissance, (++) une
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croissance moyenne, (+) une faible croissance et (-) indique I’absence de croissance
levurienne, cela permet d’identifier la qualité de nos levures, qu’elle soient psycophile,

mesophiles, thermophiles, extrémement thermophiles ou thermo-tolérantes.

I111.11. Production du bioéthanol

111.11.1. Préparation des mouts de fermentation

Un mout de fermentation est défini comme étant un liquide riche en sucres réducteurs
détoxifié pour éviter la présence des inhibiteurs ; Il a été extrait a partir de la biomasse
lignocellulosique des sarments de la vigne afin de le servir comme une matiére premiére

dans les bioraffineries.

111.11.1.1. Préparation des hydrolysats détoxifiés

e Préparation des hydrolysats detoxifies sans aucun enrichissement
Dans ce cas, 100 mL d’hydrolysats détoxifiés par différents méthodes (voir I111.5. Mode
d’extraction des sucres réducteurs) ont eté mises dans 4 erlenmeyers de 500 mL sans 1’ajout

d’autres produits.

e Préparation d’hydrolysats détoxifiés avec enrichissement
L’enrichissement consiste a ajouter des ingrédients aux hydrolysats prétraités, destines pour
la fermentation alcoolique dans le but d’améliorer le rendement en matiere de la production
du bioéthanol issue de la biomasse lignocellulosique, pour cela les ingrédients suivants ont
été ajouteés a un litre d’hydrolysat : sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 (1g). phosphate mono-
potassium (KHz) PO4 (19); d’extrait de levure (5g) ; sulfate de magnésium hepta-hydrate, (le
sel d’Epsom ou Epsomite) MgS04.7H20 (1g) , Chloramphénicol C1:H12CI2N2Os (0,49).

e Ajustement de pH
Dans chaque erlenmeyer de 500 mL, nous avons ajouté 100 mL d’hydrolysats détoxifiés par
différents méthodes (voir I11.5. Mode d’extraction), Ensuite le pH optimal de chaque levure
a été ajusté en fonction des conditions de croissance spécifiques de chaque levure. (La
Saccharomyce cerevisiae ATCC® 9763, pH=7), (La levure Saccharomyces cerevisiae
Lyophilisée, pH= 5), I’ajustement est fait par I’utilisation d’une solution, soit 1’acide

sulfurique (1N) ou la soude caustique (1N).
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e Stérilisation par un traitement thermique sous autoclave
Les mouts de fermentation (hydrolysats détoxifiés) obtenus sont stérilisés dans 1’autoclave

pendant 20 minutes sous une température de 120 °C, I’agent stérilisant est la vapeur d’eau.

111.11.1.2. Préparation de la biomasse destinée a la saccharification enzymatique

Dans chaque erlenmeyer stérile nous avons mis 10 g de biomasse lignocellulosique de
sarment de la vigne de variété cardinale, puis nous avons ajouté 100 mL d’une solution
tampon acétate de sodium a un pH = 4, qui doit également étre stérile, a la fin, nous avons

ré-stérilisé le mélange a 120 °C pendant 20 min dans un autoclave.

e Préparation d’inoculum des levures
L’inoculum est préparé en utilisant des levures jeunes aprés 48 h d’incubation, elles seront
recueillies dans de I'eau physiologique stérile, en utilisant un spectrophotometre UV-Visible
les cellules sont ajustées d'une maniere a atteindre un niveau de biomasse initial d'environ 1
a une longueur d’onde de 600 nm (DOsoo = 1) cette suspension levurienne équivalent a
(107cellules/mL).

111.11.2. Procédés de fermentation

Pour la production du bioéthanol de deuxieme génération a partir de la biomasse
lignocellulosique des sarments de vigne, nous avons utilisé 3 procédés de fermentation : une
fermentation des hydrolysats détoxifiés issus des traitements physico-chimiques, deux autres
types de fermentations par I’utilisation des enzymes cellulosiques, appelés procédé de
saccharification et fermentation séparées et procédés de saccharification et fermentation

simultanées.

111.11.2.1. Production du bioéthanol issue de la saccharification et la fermentation

simultanée

La saccharification et la fermentation simultanées ont été réalisées en utilisant 10 g de la
biomasse lignocellulosique de sarment de la vigne préparée dans 100 mL du tampon acétate
de sodium a un pH 4, ensuite d'une stérilisation dans un autoclave a 120 °C pendant 20 min.
Apreés refroidissement, les enzymes cellulosiques (Cellulase 1.5L Novozymes et commercial
cocktail SN 50100) et I’'inoculum 1 % (v/v) des souches Saccharomyce cerevisiae ATCC®
9763, lyophilisée ont été ajoutées simultanément et la teneur en bioéthanol récupérée a été
estimée par la méthode standard de dosage du K>Cr.O7 aprés 1’échantillon a subi une

distillation. Contrairement a la Saccharification et la fermentation simultanée a partir de
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I’enzyme cellulase extrait d’aspergillus Niger 1,4 - (1,3: 1,4) — B-D-glucane,1,4
glucanohydrollase, 10g de la biomasse lignocellulosique préparée dans 100 mL d’une
solution tampon d’acétate de sodium a un pH 4,8 avec 0,5% de la cellulase, incubé a 27 °C
pondant 48 heures sous une agitation de 250 tr /min, fermenté par un inoculum 1% de la

souche levuriére de Saccharomyces cerevisiae ACTIFLORE® ROSE.

111.11.2.2. Production de bioéthanol issue de la saccharification et fermentation
séparée

Apres 96 heures d’incubation de la biomasse lignocellulosique du sarment de vigne avec les
deux types d’enzymes cellulosiques (Cellulase 1.5L Novozymes et commercial cocktail SN
50100) dans des tampons acétate de sodium a pH = 4, les hydrolysats obtenus a partir de la
saccharification qui sont riches en sucres réducteurs ont été fermentés en éthanol en utilisant
1 % (v/v) de I’inoculum des deux souches standard de Saccharomyces cerevisiae (ATCC et
Lyophilise). Aprés incubation dans différentes températures. Les échantillons ont été soumis
a une distillation pour extraire 1I’éthanol des mouts de fermentation puis doseé par la méthode
de dichromate (figure I11.6). Contrairement a la souche standard de Saccharomyces
cerevisiae ACTIFLORE® ROSE., fermenté a des conditions citées comme suit : vitesse
agitation 150 (tr/min), pH 4.8, temps et température d’incubation égale a 48 heures et 27 °C
respectivement, aprés une saccharification déroulée dans ces conditions, température

incubations 37 °C, temps incubations 96, vitesse agitations 250 (tr/min), pH = 5.

111.11.2.3. Fermentation des hydrolysats détoxifiés issus des traitements
physicochimiques

Comme le montre la figure 111.5 ; les hydrolysats détoxifiés, avec et sans enrichissement sont
inoculés avec 1 % (v/v) de I’inoculum des deux souches de Saccharomyces cerevisiae
(ATCC et lyophilise), puis chacune est incubée a sa température optimale pendant 96 heures
sous une agitation de 150 tr/min, une fois la fermentation est achevée le bioéthanol produit
est extrait par une distillation suivie d’un dosage au dichromate de potassium. Le rendement
de I’¢éthanol est le rapport entre la quantité de bioéthanol produite par la quantité des sucres

réducteurs initial (g/g).
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Figure 111.5 : Schéma résumant la méthode de production du bioéthanol a partir de la biomasse lignocellulosique du sarment de vigne

Par la saccharification et la fermentation simultanée
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Figure 111.6: Schéma résumant la méthode de production du bioéthanol a partir de la biomasse lignocellulosique du sarment de vigne

Par la saccharification et fermentation séparée
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Figure 111.7: Schéma résumant la méthode de production du bioéthanol a partir Iutilisation d’hydrolysats détoxifiés issue du traitement
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111.11.3. Caractérisation de la concentration du bioéthanol

La concentration totale d'éthanol dans le milieu a été estimée par la méthode de l'acide
chromique connue par la méthode de dichromate de potassium [165]. L’absorbance a été
mesurée a une longueur d’onde de 600 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV (Thermo
Scientific evolution 201). Pour commencer nous allons préparer une solution du réactif
d’acide chromique, ce réactif est caractérisé par une couleur orange ; le réactif d'acide
chromique est préparé en dissolvant une quantité de 34 g de bichromate de potassium
(K2Cr207) dans 500 mL d'eau distillée sous une simple agitation a 1’aide d’un agitateur
magnétique. Nous ajoutons un volume de 325 mL de concentration d’acide sulfurique pure
(H2S04) (98 %) en petite quantité avec un pad de 5 mL sous agitation et refroidissement ;
compléter le volume & 1000 mL avec I’eau distillée dans les mémes conditions citées
précedemment. En deuxiéme étape nous tracons une courbe d’étalonnage avec des
concentrations d’éthanol connus a la méme longueur d’onde (voir annexe figure.5). Dans un
tube a essai nous ajoutons un volume de 1 mL de I’échantillon a caractériser, puis nous
complétons ce tube avec un volume de 5 mL d’eau distillé, a la fin nous rajoutons un autre
volume identique contenant le réactif d’acide chromique préparé précedemment ; Ces tubes
a essais sont incubés dans un bain marie a une tempeérature de 60 °C pendant 20 minutes, par
la suite, ces tubes sont refroidis a la température ambiante et les concentrations de bioéthanol

sont déterminés en mesurant 1’absorbance a 600 nm [166].
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

IVV.1. Caractérisation structurelle

IV.1.1. Analyse de la taille des particules par granulométrie laser

La figure 1VV.1 montre la taille des particules de tous les échantillons. La taille de la farine
de biomasse lignocellulosique exactement celle du sarment de la vigne se situe entre 7 et
830 um, ce qui présente une biomasse tres fine. Cette gamme de tailles réduite
considérablement la cristallinité de la cellulose, et améliore la dépolymérisation de la
cellulose par hydrolyse acide et conduisant & un hydrolysat riche en sucres. La courbe A
(Figure 1V.1) représente la distribution granulométrique des déchets de sarments en fonction
de leur quantité présente dans la biomasse lignocellulosique aprés broyage. La grande
quantité de la taille des particules obtenue par le broyeur se situait entre 120 et 830 um, ce
qui représente une biomasse treés fine. La biomasse lignocellulosique a été tamisée et séparee
en deux échantillons et utilisee dans les plans de criblage et d’optimisation. La courbe B
indique la quantité de la biomasse lignocellulosique dont la taille des particules est inferieure

a 125 um.
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Figure 1V.1: Distribution granulométrique des déchets de sarments de tous les échantillons

D'apres la figure 1V.1, I'échantillon contient une grande partie de particules dont la taille est
comprise entre 7 et 100 um. La courbe noire indique la quantité de biomasse
lignocellulosique dont la taille des particules est inférieure a 500 um. Une grande partie des
particules ont une taille comprise entre 80 et 500 um. En outre, la quantité de biomasse
lignocellulosique qui doit subir un broyage supplémentaire correspond a la courbe bleue. La
courbe A, en couleur bleu représente la taille des particules en um utilisée dans la

caractérisation de la biomasse lignocellulosique, la courbe C, en couleur noire présente la

e
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taille des particules de sarment de vine utilisée dans le plan de criblage pour I’identification
si la taille des particules est significative, et varie sur la réponse, enfin la courbe B, en couleur

rouge représente la taille des particules utilisé dans le plan de criblage et d’optimisation.

IV.1.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en

réflectance totale atténuée

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en réflectance totale atténuée a été
utilisée pour déterminer la structure moléculaire présente dans les déchets de sarments en

identifiant les groupes fonctionnels ; le spectre correspondant est illustré dans la figure 1V.2.

Absorbance

z
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 00

Nombres d'ondes (cm™)

Figure 1V.2 : Spectres Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier - réflectance totale
atténuée des déchets de sarment de la vine issue d’une biomasse lignocellulosique

La large bande observée dans la région (3700 cm™- 3000 cm™) est attribuée aux vibrations
d'étirement O-H ; en outre, cette bande pourrait également étre associée a la structure des
molécules de cellulose ainsi qu'aux groupes hydroxyles aromatiques et aliphatiques. De plus,
la flexion O-H qui apparait au niveau de la méme bande qui caractérise l'eau adsorbée,
rendant compte de la tendance hydrophile des fibres ; tandis que la position maximale a 2930
cm? indique la vibration d'étirement C-H [167,168]. D'autre part, la large pic a 1036 cm'*
peut étre attribuée a la cellulose, présente dans le spectre avec une forte intensité, associée a
I'étirement du pont asymétrique C-O-C [169]. La petite bande centrée sur 1232 cm™ répond
a l'étirement C-O et est caractéristique des fractions hémi cellulosiques et de lignine. Le petit
pic a 1500 cm-1 attribué aux vibrations de flexion des liaisons N-H et aux vibrations
d’étirement des liaisons C-N, ceci peut étre d0 a des protéines [170], tandis que celle & 1731

cm? est liée a I’élongation de la liaison C=0 du groupe ester carbonique présent dans
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I'hémicellulose [171]. Le pic a 1611 cm™ attribué a I'étirement du groupe C=0 des teneurs
en hémicellulose [172].

IV.1.3. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

L'analyse par diffraction des rayons X des déchets de sarments de la vigne est présentée
dans la figure 1V.3, le schéma est base sur les données de la littérature et I'utilisation de
I'International Centre for Diffraction Data (ICDD).
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Figure 1V.3 : Diagrammes de diffraction des rayons X des déchets de sarments de la vigne

Comme il est observé, les déchets de sarments présentent une partie amorphe a I'angle de
Bragg (20) compris entre 5 et 14°, cette partie est principalement due a la lignine et a
I'némicellulose, et d'autres composés, qui lui conférent une structure désordonnée. Par
ailleurs les déchets de sarments montrent des pics liés aux plans cristallographiques de la
cellulose selon l'angle 26 a 15°, 22,2°, 26,5° et 34,6°. Ces pics qui peuvent étre attribués
respectivement aux plans cristallographiques (101), (002), (002) et (040), respectivement,
en raison de l'arrangement régulier parfait des molécules dans un plan équatorial, ce qui lui
conféere sa rigidité [173]. Cela renseigne sur la présence d'alpha-cellulose, une structure
périodigque réguliére, responsable de la cristallinité de la biomasse [174].

Le degré de cristallinité de la cellulose est 'un des paramétres cruciaux de la structure

cristalline. La rigidité des fibres de cellulose augmente et leur flexibilité diminue en
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augmentant le rapport des régions cristallines aux régions amorphes. La cristallinité est
fortement influencée par la composition de la biomasse ; la quantité relative de lignine,
d'hémicelluloses et de cellulose qui varient en fonction de la nature de la biomasse.
L’indice de cristallinit¢é a été obtenu a partir du rapport entre [’intensité du
pic 002 (20 = 22,2 °) et la diffraction d’intensité minimale (20 = 15 °) selon 1’étude de Segal
I’indice de cristallinité de la biomasse lignocellulosique non traitée des déchets de sarments
de la vigne cardinale (33,59 %) avec une taille de particule inférieure a 1 mm, a été comparé
a un autre échantillon de déchets de sarments de la vigne (indice de cristallinité a I'état brut
sans prétraitement était de 65,29 %, avec un prétraitement hydro-thermique était de 43,60
%, la taille de particule était de 0,4 cm). Le méme échantillon a été comparé a la section sur
la composition chimique, et I'on peut conclure que la biomasse lignocellulosique provenant
des déchets de sarments de la vigne Cardinale est meilleure que les déchets de sarments de
la vigne Hondarridi Zuri fournis par une entreprise vinicole locale, Aldako Bodega. S.L.

(Oiartzun, Pays Basque, Espagne) en termes d'indice de cristallinite [173].
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Figure 1V.4: Diagrammes de diffraction des rayons X des déchets de sarments de la vigne traité

(=) et non traité (—).

IVV.2. Caractérisation chimique

IV.2.1. Analyse de la composition de la biomasse

La composition de la biomasse est indiquée dans le tableau IV.1. L'échantillon a été placé
dans une étuve a 40 °C, puis refroidi dans un dessiccateur afin que la biomasse n'absorbe pas
d’humidité. La teneur en eau est I'un des signes préliminaires du taux de cellulose en raison

de son facteur d'adsorption. Le taux d'extractibles représente les matiéres solubles dans les
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solvants organiques. Dans notre cas, il s'agit d'un mélange éthanol / Hexane, et donc les
composés extraits sont les suivants : flavonoides, terpénes, stilbenes, et tanins, qui donnent
la couleur et I'odeur du bois. D'apres la caractérisation chimique de la biomasse, la teneur en
holocellulose était de 66,96% du poids sec. C'est I'addition des fractions cellulosiques et
hémi-cellulosiques, montrant la richesse de la biomasse en cellulose et donc en sucres
réducteurs et un taux moyen de lignine, qui est en faveur d'une détoxification avec la poudre
de charbon de bois. On note également une richesse de la biomasse en protéines, avec un
rendement de 5,62%. Les sucres réducteurs obtenus a partir de la biomasse lignocellulosique
sont généralement utilisés dans la fermentation en conditions aérobies par des micro-
organismes pour la production de biocarburants, ces micro-organismes ont besoin d'une
source de carbone (sucre réducteur), d'azote (protéine), de vitamines et de minéraux pour
leur croissance. Cette composition des déchets de sarments de cardinale peut conduire a la
production de bioéthanol comme carburant pour le secteur des transports. La teneur en
lignine de Klason était comparable a celle de certains résidus agricoles, tels que les coques
de palmiste 45 %, les fibres de mésocarpe de palmier 32 %, les coques d'arachide 31,6 %,
I'eucalyptus 27 %, la paille de riz 26,30 %, le sapin de Douglas 25,3 %, la balle de riz 23 %,
la bagasse 22,8 %.

La biomasse lignocellulosique des déchets de sarments de vigne cardinale a été comparée a
celles rapportées dans la littérature, I'échantillon est le déchet de sarments de vigne avec le
cépage Hondarridi Zuri fourni par la cave locale Aldako Bodega. S.L. (Oiartzun, Pays
Basque, Espagne) caractérisé par une taille de particule de ~ 0,4 cm, 27% d'’hémicellulose,
26% de cendres, 3,1% d'extractibles. La composition chimique de cette biomasse est
différente de notre biomasse lignocellulosique en raison de la nature du sol, des conditions

météorologiques et également de la nature de la variété
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Tableau IV.1 : Composition de la biomasse lignocellulosique des déchets de sarments de vigne

Composition Résultats (%)
Humidité 11,70 £ 0,49
Alpha-cellulose 43,38 £ 0,60
Holocellulose 66,96 + 0,75
Matiere grasses 00,81 +0,14
Sucres totaux 00,56 + 0,11
Extractibles 02,30 £ 0,46
Hémicellulose 23,58 £ 0,67
Protéine brute 05,62 + 0,19
Lignine de klason 21,22 +£0,71
Cendre 02,50 £ 0,22
Extractibles totaux 09,29 + 0,45

IVV.2.2. Spectroscopie de fluorescence des rayons X (FRX)

La concentration d'une substance minérale particuliere dans une plante ou biomasse
lignocellulosique, varie selon le type de la biomasse lignocellulosique, son age, son stade de
développement et les conditions climatiques pendant la phase de sa croissance, la nature de
sol, irriguassions, et les engrais utilisés. D'apres les résultats de la fluorescence, la biomasse
lignocellulosique a une composition minérale globale de 2,5%, qui constituent les nutriments
de la croissance cellulaire, comme le calcium sous forme d’oxyde de calcium (CaO) qui
représente un composant majoritaire de la biomasse lignocellulosique, a savoir 61,5% des
minéraux. Il a une importance dans la physiologie végétale et un réle dans la cohésion des
parois cellulaires. Le pentoxyde de phosphore (P20s) est un engrais phosphaté, crucial pour
la croissance des racines et des pousses de la vigne ; I'engrais potassique est ajouté sous
forme d’oxyde de potassium (K20) en tant que nutriment pour le développement cellulaire.
La présence de silice (SiO2) est un signe que la biomasse n'a pas été bien irriguée ; la silice

est adsorbée par la plante sous forme d'acide silicique.
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Tableau V.2 : Composition minérale de la surement de la vigne

Oxydes Compositions (%)
en points
CaO 61,50
K20 21,50
Cendres (%) SiO2 07,43
2,5% +0,22 P20s 05,80
SO3 03,42

IV.3. Caractérisation thermique

1VV.3.1. Analyse thermique simultanée

Des tests thermogravimétriques en atmosphere inerte (N2) ont été réalisés pour évaluer

le comportement pyrolytique de la biomasse lignocellulosique, et pour examiner la

décomposition thermique des déchets de sarments de vigne dans la plage de température

allant de (25 - 550 °C). La figure IV.5 présente les courbes thermogravimétriques, ATG (%

de poids) et thermogravimetriques différentielles, ATD (% de poids / °C) et la calorimétrie

a balayage differentiel (DSC).
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Figure IV.5 : Analyse TG-DSC des déchets de sarments de vigne
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Les courbes ATG montrent trois étapes de perte de poids et leurs décompositions se
déroulent en deux étapes principales. La premiere phase a une température 100 °C ; une
petite bande endothermique correspondant & une perte de poids initiales de 5 % est observée
a une température d’environ 53 °C, qui est attribuée a la perte d'eau absorbée par les fibres
cellulosiques et représentant I'évaporation de I'numidité adsorbée par I'échantillon [175].
Dans la deuxieme phase, la dégradation thermique commence a partir 240 °C et représente
la dégradation des composants extractibles, lipides, protéines et différents composés de
faible poids moléculaires. En outre, le premier pic exothermique et les taux maximaux de
perte de poids sont observés entre 250 et 380 °C, ce qui correspond a la décomposition des
polymeéres (cellulose, hémicellulose et lignine) pour générer des composés volatils [176].
Cela signifie que les chaines de liaisons glycosidiques sont rompues, ce qui entraine la
dissolution de la phase amorphe. La décomposition thermique active des hémicelluloses
pourrait étre attribuée a sa structure chimique. L'hémicellulose a une structure amorphe
aleatoire et elle est facilement hydrolysée en revanche, la molécule de cellulose est un trés
long polymeére d'unités de glucose et ses régions cristallines améliorent la stabilité thermique
des fibres lignocellulosique. La lignine est différente de I'némicellulose et de la cellulose,
car elle est composée de trois types d'unités benzene-propane, fortement réticulées et de
poids moléculaire tres élevé. La stabilité thermique de la lignine est donc tres élevée et il est
difficile de la décomposer. Dans la troisieme Phase, entre 400 et 500 °C, un pic exothermique
se produit et un pic majeur est observé entre 400 et 480 °C, correspondant a la décomposition
totale de deux composition (lignine et cellulose) et a la génération de composés volatils,

indiquant la destruction et la carbonisation totale de I'échantillon.

IVV.4. Caractérisation morphologique

IV.4.1. Analyse de microscopie a balayage (MEB)

Les micrographies montrant la morphologie de la surface des déchets de sarment de la vigne
de variété cardinale non traités et prétraités sont illustrées dans la figure 1V.6
Les micrographies MEB ont été obtenues a des grossissements de 100 fois, 140 X, 200 X,
280 X, 400 X, 500X et 800 X et ces grossissements ont été significatifs pour identifier les
changements structurels de la paroi cellulaire. D'apreés la figure 1V.6 (e), et (g) la surface des
déchets de sarments non traités est irréguliere, rugueuse et inégale. Les particules de la
biomasse sont regroupées. De plus, la taille et la forme des particules sont différentes selon

la longueur des fibres cellulosique. Alors que la figure 1V.6 (a), (c), et (d) montrent des
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fibres cellulosiques subit un traitement mécanique (broyages), la destruction des fibreux par
les lames de broyeurs mécanique a permis de fractionnée la fibres, et la diminution de son
indice de cristallinité, et le degré de polymérisation de polysaccharides et le rendre plus
faible & I’hydrolyse chimique et enzymatique, de plus la surface des déchets de sarments de
la vigne est plus irréguliére, plus rugueuse et plus poreuse que la biomasse non traitée. En
outre, elle a une structure gonflée selon la figure 1V.6 (b) et (i). La morphologie des déchets
de sarment de la vigne prétraités est clairement différente des déchets non traités ou le
diametre moyen des granules a diminué voir figure IV.6 (g). Le déchet de sarment de la
vigne prétraité présente une porosité plus élevée avec des particules désagrégées indiquant
la capacité du prétraitement a libérer et solubiliser les polysaccharides. Cela suggére que
I'nydrolyse acide et le prétraitement par hydro thermolyse peuvent avoir un impact sur la
structure et la morphologie de la biomasse avec une perturbation significative de la paroi
cellulaire. On décrit que le prétraitement a haute température provoque la fluidification et la
coalescence de la lignine, résultants ont une forme globulaire ainsi que, I'acide sulfurique
dilué élimine I'némicellulose et provoque des pores sur la surface de la biomasse, la figure
IV.6 (h) l'acide sulfurique dilué a un effet majeur sur les fibres cellulosiques en
compromettant l'intégrité de la paroi cellulaire et en libérant des molécules de sucres. Cela
prouve l'efficacité de I'hnydrolyse acide et du prétraitement par hydro thermolyse ce qui a

augmenter la teneur en sucres totaux dans les hydrolysats.
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Figure 1V.6 : Morphologique (MEB) de la biomasse lignocellulosique du sarment de la vigne
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IVV.5. Extraction des sucres

Les parametres fondamentaux qui interviennent dans I’extraction des sucres a partir d’une
biomasse lignocellulosique sont : le temps, le rapport solide / liquide, le type d’acide,
I’acidification de la solution d’extraction, autrement dit la concentration de la solution
d’extraction et la température, de plus, d’autre techniques telles que la sonication et
I’agitation, cependant pour déterminer I’influence de chaque facteur dans le processus
d’extraction [177], les outils de statistiques tels que les plans de criblage comme le plan de
Plackett-Burman peuvent étre utilisés. Ce plan est un outil relativement nouveau utilisé pour
le dépistage, c’est un point clé pour les processus complexes, son utilité repose sur sa
capacité a détecter des variables potentiellement importantes dans un groupe complexe
d’interactions. Il est donc précieux de détecter pour les variables importantes, celles qui sont
significatives dans un large éventail de facteur avec quelques groupes de tests, ce qui permet
de faire le choix approprié pour réduire la production de déchets, codts, produits et temps,
avec les variables significatives pour I’extraction des sucres sélectionnées dans le plan de
Plackett-Burman [178], nous pouvons ameliorer la détection des régions optimales dans une
optimisation séquentielle en utilisant le plan de Box Behnken et la méthodologie de surface
de réponse. Ces derniers ont été appliqués avec succes pour optimiser de nombreux
bioprocédés [179]. Les facteurs d’optimisation amélioreraient I’efficacité d’extraction de
sucre et réduiraient considérablement la durée et le colt du processus. Il est donc nécessaire
de concevoir le procédé de maniére a maximiser 1’extraction du sucre par 1’acide
Trifluoroacétiqgue (CF:COOH). Un certain nombre de méthodes de modélisation et
d’optimisation sont disponibles, allant de mod¢les simples tels que One Factor At a Time
(OFAT) a des plans statistiques complexes telles que le plan Centrale Composite et le plan
de Box Behnken [180]. Les plans d’expériences permettent de réduire le nombre
d’expérience et d’augmenter 1’efficacité de processus et le rendre accru. Le plan OFAT est
laborieux, autrement dit, elle demande beaucoup de travail et d’effort et qui cotite beaucoup
de peine, longue et moins apte a trouver de Véritables niveaux optimaux en raison des
interactions entre les facteurs. La méthodologie de la surface de réponse est un ensemble de
techniques mathématiques et statistiques qui est appliqué pour la modélisation et ’analyse
de divers processus dans lesquels la réponse d’intérét est influencée par plusieurs facteurs et
la réponse est optimisée [181]. Le plan de Box Behnken utilisé dans la méthodologie de la
surface de réponse est plus avantageux que I’approche classique en termes d’informations

obtenues et de précision de 1’expérience menée. L’ obtention de résultats informatifs dépend
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de la découverte des effets entre les parametres clés du processus particulier et les effets
combinés des facteurs contrblables [182]. Pour y parvenir, les courbes résiduelles de Box
Behnken sont utilisées pour vérifier I’'uniformité de la distribution des erreurs et I’adéquation
du modeéle proposé. Les modeles de régression obtenus a partir de la technique des moindres
carrés fournit une explication raisonnable de I’effet de chaque facteur individuel et de toutes
les relations possibles qui existent entre les variables dépendantes et indépendantes. En
conséquence ’objectif fixé pour ce travail de thése était d’optimiser les variables a 1’aide
des techniques statistiques pour obtenir une meilleure extraction du sucre par ’acide

Trifluoroacétique et de valider la réponse prévue par une expérimentation réelle.

IV.6. Plans d’expériences

IV.6.1. Criblage des facteurs significatifs a I'aide du plan de Plackett-

Burman

Dans cette étude, six variables ont été sélectionnées pour l'analyse a l'aide du plan de
Plackett-Burman. Les conditions expérimentales a veérifier ont été sélectionnées sur la base
de la plus grande désirabilité. Au total, 12 séries expérimentales ont ete réalisées pour réduire
la production de sucre en combinant les deux niveaux de chaque variable, comme indiqué
dans le tableau IV.3.

84



Chapitre. IV Résultats et discussion

Tableau V.3 : Plan de Plackett-Burman des déchets de sarments et valeurs expérimentales des
variables de réponse

Parameétres de plan Réponse
Ordre Vitesse T (°C) Temps [C] Taille des Rapport [Clen
d’essaie  agitation d’extraction (%) particules  (Solide/liquide) sucres
(tr/min) (min) (pm) (9/mL) (%)
1 750 100 180 1 125 1 0,1769
2 500 60 180 1 500 5 0,1938
3 500 100 20 1 500 1 0,0224
4 500 100 20 10 500 5 04,896
5 500 60 180 1 125 5 0,1063
6 750 60 180 10 500 1 0,2192
7 750 60 20 1 500 1 0,0144
8 750 60 20 10 125 5 0,2037
9 750 100 20 1 125 5 0,3479
10 500 60 20 10 125 1 0,0108
11 500 100 180 10 125 1 0,2354
12 750 100 180 10 500 5 1,0032

L'impact des six facteurs considérés dans cette étude sur le rendement en sucre réducteur des
déchets de sarments a fait I'objet d'une analyse statistique. L'objectif de cette analyse est
d'évaluer les facteurs qui ont un effet significatif sur le rendement en sucre réducteur en vue
d'une étude d'optimisation plus poussée a l'aide d'un plan de Box Behnken. Les rendements
en sucre réducteur des déchets de sarments vont de 0,01 a 1 g/l ; il s'agit d'une grande
variation dans I'extraction du sucre (Tableau 1V.3). Le coefficient de détermination (R?) du
modéle de Plackett-Burman est de 0,90 tandis que le R? ajusté est de 0,81. Cela montre que
les valeurs prédites (R?) sont proches des valeurs ajustées (R?), ce qui indique la précision
du modele. L'analyse de la variance du modéle de Plackett-Burman est présentée dans le
tableau 1V .4.
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Tableau V.4 : Analyse de régression (ANOVA) des résultats expérimentaux du plan de Plackett-

Burman sur I'extraction sur l'extraction acide de sucre a partir de déchets de sarments de vigne

Source Somme des  Degré Carre F.value P-value Signification
carrés de moyen
liberté
Modeéle 0,7565 6 0,1261 8,4220  0,0168 Significatif
X1 0,0686 1 0,0686 4,5804  0,0853  Non-significatif
X2 0,1409 1 0,1409 90,4118 0,0279 Significatif
X3 0,1943 1 0,1943 12,9817  0,0155 Significatif
Xa 0,2312 1 0,2312 15,4424  0,0111 Significatif
Xs 0,0618 1 0,0618 4,1316  0,0978  Non-significatif
Xe 0,0596 1 0,0596 3,9840 0,1025  Non-significatif
Résiduel 0,0748 5 0,0150
Cor Total 0,8313 11

Le modele de regression (ANOVA) est hautement significatif pour représenter la
dépendance du rendement en sucre réducteur par rapport aux composants étudiés. Si Pvaiue
est < 0,05, les termes respectifs sont considérés comme significatifs. En revanche, Pyaive >
0,05 indique des termes non significatifs. Dans notre cas, trois facteurs ont été considéres
comme les plus significatifs, a savoir le rapport (liquide/solide) avec Pvae 0,0110 (tres
faible), la température avec Pvaie 0,0155 et la concentration en TFA avec Pvaie 0,0279. Les
trois autres facteurs, a savoir la vitesse d'agitation (tr/min), le temps d'extraction et la taille

des particules, ont montré des effets non significatifs sur le rendement en sucre réducteur.
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Tableau V.5 : Coefficient estimé, t-value calculée, P- value et erreur standard du plan
d'expérience de Plackett-Burman

Terme Coefficient  Erreur Std T-Ratio Prob>|t|
Intercepte 0,4494 0,0578 7,7814 0,0006
Vitesse agitation (tr/min) 0,0756 0,0353 2,1402 0,0853
[TFA] (%) 0,1084 0,0353 3,0679 0,0279
Température (°C) 0,1273 0,0353 3,6030 0,0155
Rapport (mg/100 mL) 0,3123 0,0795 3,9297 0,0111
Taille des particules (um) 0,0479 0,0235 2,0326 0,0978
Temps d’extraction (min) 0,0705 0,0353 1,9960 0,1025

Le modeéle de I'équation polynomiale du premier ordre a été appliqué pour déterminer la

relation entre les facteurs et la réponse, comme le montrent 1’équation I'V.1.

Y = (rendement de I'extraction du sucre) = 0,4494+ 0,0756 X1 +
0,1084 X2 + 0,1273 X3 + 0,3123 X4 + 0,0479 X5 + 0,0705 X6. (IvV.1)

La réaction optimale dans le criblage expérimental a été obtenue lorsque le rapport
(solide/liquide) a ete fixé a 5, la température a 100 °C, la vitesse d'agitation a 750 tr/min, la
concentration de TFA a 10 %, la taille des granulés a 500 pum et le temps d'extraction a 180
minutes.

IV.6.2. Optimisation a I'aide du plan de Box Behnken

La partie la plus déroutante de cette étude est le processus d'optimisation pour obtenir le
maximum de sucre réducteur. Le plan de Box Behnken est utilisé pour optimiser le nombre
d'expériences a réaliser en déterminant les interactions possibles entre les paramétres étudiés
et leurs effets sur le rendement en sucre réducteur des déchets de sarments de vigne. Au total,
quinze séries expérimentales et trois points centraux ont été concus et réalisés selon les

conditions appliquées dans chaque série. (Tableau 1V.6).
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Tableau V.6 : Plan de Box Behnken pour les déchets de sarments de vigne et valeurs

expérimentales des variables de réponse

Ordre Parametre de plan extraction des sucres (Y)
Expérience Temps Rapport ~ Concentration Expérimental Prédictive
d’extraction (g/mL) (%) (%) (%)
(min)

1 100 1 10 0,0993 -0,0244
2 100 3 55 0,7188 0,7188
3 100 5 1 0,6970 0,7208
4 180 1 55 0,5092 0,3122
5 180 3 10 0,7567 0,8575
6 180 3 1 0,7081 0,7942
7 100 3 55 0,7188 0,7188
8 180 5 55 2,5321 2,1222
9 20 3 10 0,3852 0,3991
10 100 5 10 0,9219 1,1110
11 20 3 1 0,0531 0,0323
12 20 5 55 0,6654 0,6624
13 20 1 55 0,4420 0,5519
14 100 1 1 0,0848 -0,0643
15 100 3 55 0,7188 0,7188

Les résultats expérimentaux et ceux de l'optimisation selon le schéma de Box Behnken sont
illustrés dans le tableau 1V.6. Les résultats du plan de Box Behnken ont montré que la
meilleure quantité d'extraction a été obtenue dans la série expérimentale N °8 donnant 2,53
g/L de sucre réducteur, tandis que la libération totale de sucre la plus faible (50 mg/L) a été
obtenue dans la série N °11. Dans I'étude d'optimisation, le rendement en sucre réducteur
des déchets de sarments a augmenté de 150 % par rapport au criblage. Les quantités
d'extraction les plus élevées étaient de 2,53 g/L (tableau 1V.6) et de 1,0 g/L (tableau 1V.3)
dans l'optimisation et le criblage, respectivement. Le modele polynomial de second ordre a
été appliqué pour déterminer la relation entre le rendement en sucre réducteur et les

parametres testeés.
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Le modéle de I'équation polynomiale du deuxiéme ordre a été appliqué pour déterminer la
relation entre les facteurs et la réponse, comme le montrent I’équation 1V.2. Les résultats de

I’équation sont donnés dans le tableau I1V.7.

Y =0,7188 + 0,0775 X1 + 0,4601 X2 + 0,3701 X3 + 00,0526 X1 X2 - 0,0709 X1 X3 +
0,4499 X2 X3 -0,4147 X12 + 0,1467 X22 + 0,1717 X32. (IV.2)

Tableau V.7 : Estimations des paramétres pour les effets linéaires, quadratiques et d'interaction de

la variable sur le rendement en sucre réducteur

Terme Coefficient Erreur Std T Ratio Prob>|t|
Intercepte 0,7188 0,1119 6,4256 0,0014
X1 0,0775 0,0685 1,1315 0,3092
X2 0,4601 0,0685 6,7167 0,0011
X3 0,3701 0,0685 5,4019 0,0029
X1 * X2 0,0526 0,0969 0,5429 0,6105
X1 * X3 -0,0709 0,0969 -0,7315 0,4973
X2 * X3 0,4499 0,0969 4,6436 0,0056
X2 -0,4147 0,1008 -4,1128 0,0092
X2? 0,1467 0,1008 1,4545 0,2056
X3? 0,1717 0,1008 1,7026 0,1494

L’analyse de la variance (ANOVA) du plan d’optimisation Box Behnken sont présenté
dans le tableau 1V.8
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Tableau 1V.8 : ANOVA des résultats expérimentaux du plan de Box Behnken sur I'extraction de

sucre a partir de déchets de sarments de vigne par extraction acide.

Source somme Degré carré moyen F-value P-vawe  Signification
des de
carrés  liberté
Modele 4,5674 09 0,5075 13,5177 0,0052  Significatif
X1 0,0481 01 0,0418 1,2803  0,3092
Linéaire X2 1,6937 01 1,6937 45,1145 0,0011  Significatif
X3 1,0955 01 1,0955 29,1810 0,0029  Significatif
X1 * X 0,0111 01 0,0111 0,2948  0,6105
Interaction X1 * X3 0,0201 01 0,0201 0,5351  0,4973
X2 * X3 0,8095 01 0,8095 21,5633 0,0056  Significatif
Xq? 0.6350 01 0,6350 16,9147 0,0092  Significatif
X372 0,0794 01 0,0794 2,1156  0,2056
Quadratique X3? 0,1088 01 0,1088 2,8989  0,1494
Résiduel 0,1877 05 0,0375
Manque 0,1877 03 0,0626
d’ajustement
Erreur pure  0,0000 02 0,0000
Cor Total 4,7551 14

1VV.6.3._Plan centrale composite design

IV.6.3.1. Résultats du rendement en sucres réducteurs des hydrolysats extrait par

micro-ondes

Les résultats du rendement en sucres réducteurs observés et prédits a partir d’une biomasse

lignocellulosique extrait par extraction sous micro-ondes suivant la matrice expérimentale

des 24 expériences randomisées sont résumées dans ce tableau 1V.9.
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Tableau V.9 : Plan centrale composite pour les déchets de sarments de vigne et valeurs

expérimentales des variables de réponse

Extraction  Extraction des
Puissance Temps [C]d’acide Rapport ensucres sucres prédictifs

Ordre (Watt) (min) (%) (S/L) (%) (%)
1 350 90 4 2 2,724 2,389
2 500 65 55 2 3,413 3,731
3 500 65 55 6 7,187 6,681
4 500 90 55 4 5,445 5,836
5 650 40 7 6 1,257 1,704
6 650 65 55 4 2,987 3,191
7 650 90 7 2 0,023 0,038
8 500 65 4 4 5,853 6,015
9 350 90 7 6 7,125 7,255

10 500 40 55 4 4,851 5,273
11 650 40 4 6 2,478 2,638
12 500 65 7 4 5,620 5771
13 350 40 7 6 5,096 5,016
14 500 65 55 4 6,056 6,105
15 650 40 7 2 1,013 1,029
16 350 40 4 2 2,169 1,970
17 350 65 55 4 5,502 6,020
18 500 65 55 4 6,056 6,105
19 500 65 55 4 6,056 6,105
20 350 90 7 2 2,864 2,835
21 350 40 7 2 2.244 2,292
22 650 90 4 6 3,124 3,220
23 350 40 4 6 5,334 5,499
24 650 40 4 2 1,175 1,157
25 650 90 4 2 0,030 0,043
26 650 90 7 6 2,526 2,410
27 350 90 4 6 7,733 7,615

D’apres les résultats des essais individuels utilisant la matrice de plan orthogonale d’un plan

centrale composite (Tableau 1V.9), on constate que la concentration de I'extraction de sucre
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par micro-onde varie de 0,023 a 7,733 %. L’extraction la plus importantes en sucres
réducteurs est de 0,773 %, cette expérience a été observé lorsque le traitement était effectué
avec un rapport de 6 g / 100 mL & une puissance de radiation du micro-onde de 350 W sous
une concentration d’acide sulfurique de 4 % pendant un temps d’extraction de 90 minutes ;
alors que la concentration la plus faible est de 0,023 % a été obtenue lorsque les conditions
d’hydrolyses sous micro-ondes étaient dans la valeur maximum de la puissance (650 W)
pendant le temps d’extraction le plus longue 90 minutes, sous une concentration maximum
d’acide sulfurique 7 % avec le rapport le plus faible 2 g / 100 mL. Dans ce contexte on peut
conclure que la biomasse lignocellulosique a subit une calcination totale et une destruction
de la fraction cellulose au cours de ce traitement suite a son exposition en petite quantités a
un flux de chaleur élevés pour une durés de temps importantes sous un milieu agressif
d’acide. Des résultats similaires en sucres réducteurs avec une concentration de 0,03 % ont
été obtenue dans les méme conditions sauf que la concentration en acide sulfurique plus
faible, les conditions sont citées comme suit : la puissance de radiations de micro-onde est
650 W pendant une durée d’extractions de 90 minutes sous une concentration d’acide
sulfurique moins faible qu’avant 4 %, avec la méme quantit¢é de la biomasse
lignocellulosique prétraités. L’erreur dans 1'expérience n'a pas été observée sur la base de la
réponse de trois points centraux (exp N° 14, 18 et 19). L'importance de l'ajustement du
polyndme d'ordre 2 pour I'extraction du sucre réducteurs des résidus de taille des sarments
cardinaux a été analysee a l'aide de 'ANOVA et les résultats d’étude sont présentés dans le
tableau 1V.10.
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Tableau 1V.10 : ANOVA du plan composite central Plan orthogonale, les Résultats expérimentaux

sur I'extraction de sucre a partir de déchets de sarments de vigne a I'aide de micro-ondes

Source S.C D.l C.M Fvawe  Pvale Signification
Model 132,1844 14 9,4417 49,7889 0,0001  Significatif
Xipuissance 38,0715 1 38,0715 200,7614 0,0000  significatif
Linéaire X2 Temps 1,9847 1 1,9847 10,4658 0,0071 significatif
X3 [c] 0,4519 1 0,4519 2,3829  0,1486 N-significatif
X4 Rapport 41,1173 1 41,1173 216,8228 0,0000 signifiante
X1* Xz 2,1192 1 2,1192 11,1752 0,0058 significatif
X1* X3 0,1151 1 0,1151 0,6063  0,4551 N-significatif
Interaction X1 * X4 4,1443 1 4,1443 21,8539 0,0005 significatif
Xo* X3 0,0140 1 0,0140 0,0737  0,7906 N-significatif
Xo* X4 3,3334 1 3,3334 17,5777 10,0012 significatif
X3* Xq 0,4593 1 0,4593 2,4222 00,1456 N-significatif
X4 5,5150 1 55150 29,0819 0,0001 significatif
X2? 0,8092 1 0,8092 4,2673 0,0611 N-significatif
Quadratique  Xs? 0,0019 1 0,0019 0,0103  0,9209 N-significatif
X4? 2,1246 1 2,1246 11,2038 0,0058 significatif
R 2,2756 12 0,1896
M. aj 2,2756 10  0,2775
P.E 0,0000 2 00000
Cor Total 134,46 26

D.l: degré de liberte, S C : somme des carrés, C.M : carré moyen, R : Résiduel, M. aj :

manque d’ajustement, P.E : pure erreur.

Les résultats (Tableau 1V.10) ont montré des effets significatifs (p <0,05) du rapport, la

puissance d’irradiations de micro-ondes et le temps d’hydrolyse. Les résultats montrent aussi

que les trois facteurs linéaire X1, Xo, et X4 ; les trois interactions entre facteurs X1 * X, X1

* Xa, X2*Xa; et les deux facteurs quadratiques Xi2, X4 ont un impact significatif sur la

quantité des sucres réducteurs de I’hydrolysat prétraités. Les coefficients des modeles

générés pour I'extraction du sucre par micro-ondes ont été calculés en utilisant les réponses.

La signification des coefficients a été observée a l'aide de la valeur P. En principe, une valeur

P < 0,05 signifie que les termes des coefficients et le modéle sont statistiquement

significatifs, tandis qu'une valeur P > 0,1 signifie que les coefficients et le modele ne sont
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pas significatifs. Comme nous I'avons observé, la valeur P du modele était inférieure a 0,05

et était donc significative.

Le modele de régression était hautement significatif pour la réponse (P< 0,0001, R? =
0,9831) et la valeur quadratique moyenne (RMSE) était de 0,4354. Les résultats de cette
étude montrent que le coefficient de détermination R2 est égal a 0,9831 pour le modéle de
régression prédisant le rendement en sucres réducteurs sous micro-onde, ce qui indique que
98,31 % de la variabilité de la réponse aux concentrations en sucre reducteurs extrait par le
déchet de sarment de la vigne par 1’extraction sous micro-onde pourrait étre expliquée par le
modéle. Un R 2 élevé indique que la variation pourrait étre prise en compte de maniére
satisfaisante dans les données pour bon ajustement du modéle. Le modéle prédit semble
représenter raisonnablement les valeurs observées. La réponse a donc été suffisamment
expliquée par le modéle. Le R%n’est pas considéré comme le point principal pour impliquer
la précision du modeéle, car en plus de la variable, le modéle augmentera la valeur de R?. En
conséquence, le R?ajusté est plus approprié pour évaluer le modéle si sa valeur est supérieure
4 90 %. Si de nombreux termes non significatifs avaient été inclus dans le modeéle, le R?
ajusté serait remarquablement inférieur au RZ? Le coefficient de détermination (R?)
représente le degré d'ajustement. Un bon ajustement du modéle devrait donner un (R?) >0,8.
Comme observé, le (R?) du modele pour I'extraction de sucre par micro-ondes a partir de
déchets de taille de sarments cardinaux était de 0,98 31, ce qui indique que le modéle prédit
décrit de maniére adéquate les relations entre les facteurs étudiés. En outre, la faible
différence entre (R?) ajusté et (R?) signifie une bonne adéquation des modéles réduits aux
données. L'équation du modele quadratique en termes de facteurs codés est fournie dans
I'équation polynomiale du modele, qui est une relation empirique entre Y la réponse et les
unités codées de la variable test. Chaque valeur expérimentale a été comparée a la valeur
prédite, qui a été calculée a partir du modele décrit dans le tableau 1VV.10 d’estimations des
parametres pour les effets linéaires, d'interaction et quadratiques des variables (Facteurs
indépendant). Le niveau de signification de chaque coefficient a été déterminé a l'aide de la
valeur F et de la valeur P. Une valeur F plus élevée avec une valeur P plus faible représente
des variables plus significatives. Dans notre étude, le R? ajusté était proche de la valeur de
R? correspondante (0,9633). Cette valeur indique un degré élevé de corrélation entre les

données observées et prédites.
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Le modéle de I'équation polynomiale du deuxiéme ordre a été appliqué pour déterminer la
relation entre les facteurs et la réponse, comme le montrent I’équation IV.3. Les résultats de

I’équation sont donnés dans le tableau 1V.11.

Y=5, 8247- 1, 4543* X1 power + 0, 3321* Xz time - 0,1580 * X3 c] +1,5114 * X4 ratio —
0,3639% (X1 * Xy) - 0,0848 * (X1 * Xa) +0,0296 * (Xo* X3)— 0,5089 * (X1 * X4) + 0,4564
* (X2* Xa) — 0,11694 * ( Xs* Xa) — 1,4645 * X;2-0,5610 * Xo2 + 0,0275 * Xa2 — 0,9090 *
X42. (IV.3)

Tableau IV.11: Estimations des paramétres pour les effets linéaires, d'interaction et quadratiques

des variables

Terme Estimation Erreur standard t ratio Prob. > [t|
Constante 5,8247 0,1605 36,30 <,0001*
X1 puissance -1,4543 0,1026 -14,17 <,0001*
Linéaire X2 Temps 0,3321 0,1026 3,240 0,0072*
X3 [c] -0,1580 0,1026 -01,54 0.1486
X4 Rapport 1,5114 0,1026 14,72 <,0001*
X1* Xz -0,3639 0,1089 -3,340 0,0059*
X1* X3 -0,0848 0,1089 -0,780 0,4510
Interaction Xo* X3 0,0296 0,1089 0,270 0,7906
X1 * Xy -0,5089 0,1089 -04,67 0,0005*
Xo* X4 0,4564 0,1089 4,190 0,0012*
X3* X4 -0,1694 0,1089 -01,56 0,1456
X12 -1,4645 0,2716 -05,39 0.0002
X7 -0,5610 0,2716 -02,07 0,0611
Quadratique X 0,0275 0,2716 00,10 0,9210
X4? -0,9090 0,2716 -03,35 0,0058*

(*): facteur est significatif

Les conditions optimales pour un rendement maximal en sucres réducteurs extrait par des
déchets de sarment de la vigne de la variété cardinale étaient respectivement, le rapport 6 g/
100 mL (poids / volume), la puissance des radiations de micro-onde 350 W et le temps
extraction 90 minutes, avec une concentration d’acide sulfurique H2SO4 de 4 %. La valeur

prédite des sucres réducteurs était de 7,617 %.
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IV.6.3.2. Teneur des flavonoides totaux et des polyphénols totaux des hydrolysats
extraits par micro-onde

La teneur en phénolique totale et la teneur en flavonoides totaux des extraits de sarments de
vigne de variété de cardinale obtenus a l'aide des trois différentes techniques d'extraction, a
savoir l'extraction assistée par micro-ondes, I'extraction sous reflux et I'extraction
conventionnelle (Prétraitement). La teneur en polyphénols totaux exprimée en (ug/ mL
équivalent I’acide gallique) donne une estimation globale de la teneur de différentes classes
des composés phénoliques contenus dans I’extrait analysé. Pour la variété étudiée les moins
élevées du contenu phénolique total ont été obtenues avec les techniques d'extraction les plus
respectueuses de I'environnement, I'extraction sous reflux et I'extraction assisté par micro-
onde (80,519 + 0,423 et 94,259 * 1,645 pg/mL d’équivalents d'acide gallique
respectivement).

Contrairement, pour la teneur totale en flavonoides, le rendement maximal a été obtenu avec
les techniques d'extraction les plus respectueuses de I'environnement, a savoir 1’extraction
assisté par micro-onde, et extraction sous reflux de sarment de la vigne de variété de
cardinale (50,663 + 4 ,862 et 47,621 + 6,879 pg/mL). Ces différences entre les techniques
testées pourraient étre liées au principe qui sous-tend chaque extraction utilisée. Les
flavonoides constituent une classe importante de composés bioactifs en raison de leurs
propriétés antioxydants, anti cancérigenes et antiinflammatoires polyvalentes et de leur
capacité a avoir des effets anti-peroxydant sur les lipides. On compare nos résultats avec
d’autres échantillons, on constate que la teneur des flavonoides et les polyphénols sont moins
faible que celle qui sont trouvé dans la littératures [183]. En général, la teneur en polyphénols

totaux varie quantitativement d'une plante a une autre ; ceci peut étre lié a plusieurs facteurs

e Les facteurs environnementaux : zone géographique, sécheresse, agressions et
maladies, etc.

e Les facteurs génétiques, le moment de la récolte et le stade de développement de la
plante.

e La nature du sol et le type de microclimat.

e La maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le

contenu en polyphénols.
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Tableau 1V.12 : Résultats de dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des différents

d’échantillons de sarment de la vigne

Extraction Hydrolyse Hydrolyse
conventionnelle Sous reflux (micro-onde)
A vide 21,4160 20,4213 19,6104
Eau 31,2815 30,3266 29,4803
Echantillon 31.7669 31,7435 30,5643
Densité 1,0492 1,1430 1,1098
10 mg d’extrait = 0,00953 0,008748 0,0090
Prise de Volume (mL)
Polyphénols totaux 146,249 + 1,435 80,519 + 0,423 94,259 + 1,645
(Hg/mL)
Flavonoides 14,382 + 4.199 47,621+ 6,879 50,663 + 4,862
(Mg/mL)

I\VV.7. Saccharification de la biomasse lignocellulosique
Le tableau 1V.13 représente les résultats de la saccharification d’un échantillon de la
biomasse lignocellulosique de sarment de la vigne 2g d’échantillon dans solution tampon
a un pH =4 incubé pendant 24h dans un incubateur a une température de 40 °C sous une
agitation de 150 tr \ min, comparé par un échantillon de la méme quantité extrait par un
traitement acide sous micro-onde. La figure I1V.7 représente la saccharification

enzymatique a partir de la biomasse lignocellulosique.

Tableau 1V.13: Résultats d’hydrolyse acide et d’une saccharification d’échantillon de la biomasse

lignocellulosique

Saccharification

Hydrolyse acide Hydrolyses enzymatiques

776,666 mg/L * 10 414,456 mg/L

1. Cocktail enzyme

2. Cellulase enzyme 570,055 mg/L
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Figure 1V.7 : Hydrolyse enzymatique pour I'extraction des sucres réducteurs a partir de la

biomasse lignocellulosique
IV.8. Fermentation alcoolique

IV.8.1. Résultats de la vérification de la pureté des souches de la

Saccharomyces cerevisiae

1V.8.1.1. Résultat de I’observation macroscopique

Du point de vue macroscopique et d’apres la figure 1VV.8 on remarque que les deux souches
Saccharomyces cerevisiae ATCC®9763, et ACTIFLORE® ROSE se ressemblent
morphologiquement et ayant les caractéres culturaux suivant : elles sont de consistance
crémeuse, une surface lisse, opacité compacte avec une forme et contour régulier de couleur

blanche, confirmant ainsi que leur pureté.

Figure 1.8 : Photo montrant les colonies des deux levures de Saccharomyces cerevisiae
référenciés (A) ACTIFLORE® ROSE et (B) ATCC® 9763 ensemencées sur le milieu YEPDA
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IVV.8.1.2. Résultat de I’observation microscopique des souches de Saccharomyces
cerevisiae

L’observation microscopique a ¢été réalisée a 1’état frais sur les trois souches de
Saccharomyces cerevisiae, d’aprés la figure 1V.9, les cellules des souches ont une

morphologie globuleuse & ovoide allongée avec un mode reproduction par bourgeonnement.

» e (B) (©)

4

Figure 1V.9 : Aspect microscopique a 1’état frais de la levure Saccharomyces cerevisiae
lyophilisée (A), ’ATCC® 9763 (B), ACTIFLORE® ROSE (C) observée par le microscope
photonique (G x 100).

I1V.8.1.3. Résultat de détermination de la température et pH optimum de la croissance
des trois levures de Saccharomyces cerevisiae
D’apres le tableau 1V.14 on remarque que la levure Saccharomyces cerevisiae lyophilisée
représente une croissance négative a pH neutre et a des températures 27 et 30 °C alors qu’elle
peut tolérer une température de 35°C a un pH acide égale a 4 bien qu’une croissance
maximale a été enregistrée a des températures plus au moins élevées de I’ordre de 37°C et
40°C au niveau du méme pH d’ou cette souche peut étre classée comme étant une souche
thermo tolérante et acidophile. Contrairement a la souche lyophilisée, la Saccharomyce
cerevisiae ATCC® 9763 a donné une croissance maximale a pH neutre a une température
de 27°C, donc cette derniere est classée dans la catégorie des thermophiles neutrophiles. Par
contre, le saccharomyce cerevisiae ACTIFLORE® ROSE, cette souche de référence a
donneé une croissance maximale a un pH =5 et a une température de 27 °C, ce qu’il fait donc,

cette souche est classée autant qu’une souche thermophile, acidophile.
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Tableau 1V.14 : Comportement de la croissance des levures saccharomyces cerevisiae en fonction
du pH et de la température

Température (°C)

Levure pH 27 30 35 37 40 45
Saccharomyces cerevisiae 4 - - ++ s ++
Lyophilisée 5 - - - +++ ++
6 + + + + + +
7 - - - - - -
Saccharomyces cerevisiae 4 - - - — - _
ATCC® 9763 5 - - - - - _
6 ++ - - - - —
7 +++ ++ + - — -
Saccharomyces cerevisiae 4 ++ ++ + - - -
ACTIFLORE® ROSE 5 +++ ++ + - - -
6 + - - - - -
7 - - - - - -

1VV.8.2. Identification qualitative du bioéthanol

Une identification qualitative de bioéthanol a été faite pour chaque type d’échantillon avant
une analyse analytique du bioéthanol pour prédire la présence d’éthanol dans les échantillons
fermenté par différents types de levures de la Saccharomyces cerevisiae apres une
saccharification, la couleur verdatre prédire une présence d’éthanol dans I’échantillon a
analysés, et cela di a la réaction d’oxydation de dichromate de potassium (K2Cr,0O7) dans

un milieu acide avec I'éthanol (CH3CH.OH), ( voir annexe figure 12).

IV.8.2.1. Les résultats de la fermentation alcoolique par levure Saccharomyces
cerevisiae ACTIFLORE® ROSE, ATCC® 9763 et lyophilisée

Le processus de production d'éthanol par fermentation est favorable s'il permet de produire
rapidement des concentrations élevées tout en maintenant des rendements élevés. Ces
conditions sont nécessaires pour minimiser les codts d'investissement et I'énergie nécessaire
a la distillation [184] . Un autre facteur important dans les processus de fermentation est la

concentration de substrat. Une concentration élevée de substrat inhibe la croissance
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cellulaire et la formation de produits et peut fausser le métabolisme de la souche productrice
[185].En ce qui concerne la fermentation de I'éthanol, des études antérieures ont montré que
I'inhibition du substrat devient significative dans une fourchette de 5 & 25 % de sucre, avec
une inhibition compléte de la croissance a 40 % de glucose [186]. Les tableaux V.15 et
V.16 présente les résultats de la production de bioéthanol par différentes méthodes de
traitement (hydrolyse assistée par micro-onde a I’aide d’acide sulfurique, hydrolyse sous
reflux par acide trifluoroacétique et hydrolyse enzymatique par trois différents enzymes de
la cellulase) dans les milieux enrichis et non enrichi fermenté de trois type de levure de la
Saccharomyces cerevisiae ainsi que des mesures de teneur en sucres réducteurs aprés un
prétraitement et apres la fermentation alcoolique. La moyenne de la teneur en sucres
réducteurs apres le prétraitement pour la méthode de traitement hydrolyse assistée par micro-
onde, hydrolyse par acide trifluoroacetique et la méthode d’hydrolyse enzymatigque sous une
cellulase aspergillus Niger 1,4 - (1,3: 1,4) — B-D-glucane,1,4 glucanohydrollase est de
53,073 et 91,683 g/L respectivement. La moyenne de la teneur en sucres réducteurs apres la
fermentation alcoolique (DNS) Pour la méthode de traitement Hydrolyse assistée par micro-
onde, hydrolyse par acide sulfurique et la méthode d’Hydrolyse enzymatique sous une
cellulase a partir aspergillus Niger 1,4 - (1,3 : 1,4) — B-D-glucane,1,4 glucanohydrollase est
de 1,125 et 0,723 g/L respectivement. Les meilleurs rendements enregistrés c’est la
fermentation par la levure lyophilisée quel que soit les milieux enrichis ou non enrichis par
rapport a la levure ATTC et aussi dans le cas d’hydrolyse enzymatique. La teneur en
bioéthanol enregistré est celle des hydrolysés fermenté par la levure Saccharomyces
cerevisiae ACTIFLORE® ROSE. Les valeurs de déviation standard sont également
fournies pour chaque série de données de 6 échantillons, elles indiquent la dispersion de

données autour de la moyenne, comme présente dans le tableau 1VV.15
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Tableau V.15 : Résultats de la fermentation alcoolique des déchets de sarment de la vigne

fermenté par la levure Saccharomyces cerevisiae ACTIFLORE® ROSE

Hydrolyse acide (H.SO4) assisté
par micro-onde

Hydrolyse enzymatique sous une

Cellulase aspergillus Niger 1,4 - (1,3:1,4)

— B-D-glucane, 1,4 glucanohydrollase

Prétraitement ~ Fermentation Prétraitement Fermentation
Teneur des sucres alcoolique alcoolique
réducteurs (g/L) 53,073+2,505 1,125+0,124 |91,683 +£1,557 0,723+0,114
La production de bioéthanol
Résultats 11,29 +1,069 1,267 +0,23 26,435 + 2,66 3,01 + 0,146
0, 0,
(9/L) (%) (/L) (%)
Rendement (g/g) 0,231 £ 0,009 0,285 £ 0,008
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Tableau 1V.16 : Résultat de la fermentation alcoolique pour la production d’un biocarburant

Essai Type de Technique Types de milieu Levure Concentration
traitement Bioéthanol
% g/L
01  Physico-chimique Hydrolyse acide par acide Milieu non enrichi ATCC® 9763 1,01 08,011
sulfurique assisté par Lyophilisée 1,34 10,701
Micro-onde Milieu enrichi ATCC® 9763 1,22 09,731
Lyophilisée 1,61 12,847
Hydrolyse acide sous reflux par Milieu non enrichi ATCC® 9763 0,89 07,110
TFA Lyophilisée 1,02 08,109
Milieu enrichi ATCC® 9763 1,19 09,469
Lyophilisée 1,53 12,175
02 Enzymatique Saccharification fermentation Celluclast 1.5L (Novozymes) ATCC® 9763 1,28 10,192
simultanée Lyophilisée 1,31 10,443
Saccharification fermentation ~ Commercial cellulolytic cocktail ATCC® 9763 1,21 09,680
séparée SN 50100 Lyophilisée 1,30 10,364
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Conclusion générale

Cette theése s’inscrit dans le cadre d’une valorisation de la biomasse lignocellulosique issue
des sarments de la vigne de variété de cardinale de la région de Bordj Menaiel la wilaya de
Boumerdes, Algérie. La production d’un hydrolysat riche en sucres réducteurs extrait par
différentes techniques d’extraction en utilisant les outils d’optimisations par une stratégie
des plans d’expériences, le criblage et la surface de réponses suivie d’une production de
bioéthanol par des souches levurienne de la Saccharomyces cerevisiae. Ces travaux ont
permis de développer un bioprocédé capable de produire du bioéthanol de deuxiéme
génération. Les premiers travaux de cette étude ont été porté sur une caractérisation
thermique, chimique, structurelle et morphologique de la biomasse lignocellulosique. Les
premiers résultats ont permis de valider la faisabilité de ce projet de valorisation par la teneur
élevée en holocellulose et une faible fraction de la composition en lignine. La caractérisation

de la matiére premiere montre que :

La composition de la biomasse lignocellulosique correspondant a un mélange de trois

fractions polymeriques.

La composition chimique des déchets de cardinale était la suivante (43,38 % de cellulose,
23,58 % d'hémicellulose, 21,22 % de lignine, 2,53 % de cendres, 5,82 % de protéines brutes,
11,7 % d'’humidité et des matieres extractibles (0,81 % de matiéres grasses, 0,56 % de sucres
totaux, 2,3 % de matiéres extractibles (Hexane-éthanol)). La deuxiéme partie de ce travail a
porte sur le prétraitement, hydrolyse acide et enzymatique de la biomasse lignocellulosique
en composés a grande valeur ajoutée et l'obtention d'une quantité maximale de sucres
réducteurs. En outre, les résultats obtenus a partir des caractérisations physiques et
chimiques ont démontré que les déchets de sarments de vigne cardinale sont une excellente
source de composés bioactifs et peuvent étre utilisés comme matiere premiére potentielle

pour produire des produits biochimigues.
Les essais de prétraitement ont permis de montrer que :

e Le prétraitement permet effectivement de récupérer un solide riche en cellulose et
une solution riche en lignine solubilisée qu’il est ensuite possible de récupérer par
précipitation dans I’eau.

e La présence d’acide sulfurique (H2SO34) en tant que catalyseur est absolument

nécessaire a la délignification, et élimine toute trace de lignine par autoclavage.
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e Il existe une concentration optimale, voisine de 3 %, car un exces d’acide dégrade
a la fois la lignine et la cellulose, mais favorise aussi la formation des inhibiteurs de
fermentation ;

e L’augmentation de la température favorise la délignification, mais elle dégrade

aussi la cellulose et favorise la formation d’inhibiteurs.

Pour I’étude statistique, 3 plans d’expériences ont été effectués, un plan de criblage
(Plackett- Burman) et deux plans d’optimisation de surface de réponse ont été faites, (plan

de Box Behnken et plan Composite centrale).

A cet effet, les plans de Plackett-Burman, de Box Behnken, et de centrale composite design
ont été des approches efficaces pour cribler et optimiser les parametres d'extraction des
sucres réducteurs afin d'obtenir un rendement maximal. Le plan de Plackett-Burman a
permis d'identifier la température, la concentration et le rapport (solide-liquide) comme les
facteurs significatifs influencant I’extraction des sucres réducteurs. Les conditions optimales
du criblage étaient : (500 pum, 10 % (V/V), 100 °C, 5 g/100 mL, 180 min et 750 tr/min).
Dans cette étape, I'extraction du sucre reducteur a été augmentée de 1 a 2,53 g/L, avec un
rendement de 150%. Les conditions optimisées selon le modele de Box Behnken étaient :
(125 pm, 5,5 % (V/V), 100 °C, 5 g/100 mL, 180 min et 750 tr /min). Le modéle polynomial
s'est adapte avec précision aux données expérimentales et aux conditions optimales ; le
modeéle a donc été validé expérimentalement. Les conditions d’optimisations des sucres
réducteurs selon le modéle central composite design étaient : (500 um, 4 % (V/V), 350 Watt,
6 g/100 mL, 90 min).

La troisieme partie de ce travail a porté sur une investigation microbienne et expérimentale
de la production de bioéthanol. Les déchets de la vigne Cardinale sont une source non utilisée
de biomasse lignocellulosique, dont la production de bioéthanol n'a été établie par aucune
étude jusqu'a présent. En fait, un plan composite central rotatif a été utilisé pour obtenir le
maximum de sucres réducteurs utilisés dans la fermentation du bioéthanol comme source de
carbone. Le total des sucres réducteurs a été estimé par la méthode de lacide
dinitrosalicyliqgue (DNS). D'un point de vue économique, cette étude suggere que la
substitution partielle de I'essence produite dans le pétrole brut de la raffinerie a partir de
I'unité de distillation atmosphérique, MS bloc en tant qu'unité d'isomérisation du naphta léger
(produit isomérat), de l'unité de régénération continue du catalyseur de reformage du naphta

lourd (produit reformat), du bloc de craquage catalytique du fluide résiduel en tant qu'huile
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du cycle léger avec le bioéthanol produit a partir des déchets de la vigne Cardinale pourrait
conduire a un aspect commercial significatif d'économies de carburant pour le secteur des

transports en Algérie.
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La biomasse lignocellulosique est la matiére premiére naturelle la plus abondante pour la
production de produits chimiques, des biocarburants et de matériaux biosourcés pour les
besoins industriels ou la vie quotidienne. La plateforme de biogaz utilise les méthodes de
digestion anaérobie pour la production de biométhane. Les huiles végétales de palme, de
mais, de soja et de canola sont les principales sources de matieres premiéres pour la  plate-
forme des chaines riches en carbone. Les esters méthyliques d'acides gras obtenus par le
procédé de Trans-estérification de I'huile végétale ou de la graisse animale sont utilisés dans
la production de biodiesel. Cependant, il existe encore des obstacles dans les technologies
de bioraffinerie qu'il fallait surmonter. Certains obstacles dans les technologies de
conversion thermochimique de la biomasse lignocellulosique comprennent une efficacité
énergétique globale insatisfaisante, la qualité et la cohérence des produits bio-huileux, la
fiabilité et I'évolutivité du réacteur, et des normes complétes de qualité des produits pour les
producteurs et les consommateurs. L'innovation et I'amélioration de la fiabilité des réacteurs,
le développement de catalyseurs pour la valorisation des bio-huiles, les Co-mélanges ou co-
blendings avec d'autres matiéres premieres, l'intégration avec d'autres sources d'énergie

renouvelable, et d'autres sont plusieurs directions de recherche qui peuvent étre poursuivies.

Du point de vue des perspectives, il est clair qu'une optimisation plus poussée des conditions
opératoires et des technologies du procédé est encore nécessaire. Les deux pistes principales
résident d’une part dans une diminution de la durée et de la température du prétraitement
afin de réduire son colit énergétique, et d’autre part dans la recherche de cocktails
enzymatiques encore plus efficaces afin de réduire la durée de I’opération. Dans le cas du
prétraitement, il est également clair que le changement d’échelle pilote vers 1’industriel
constitue a la fois un challenge et une opportunité car les transferts thermiques et la mise
sous pression sont difficile a réaliser, des technologies alternatives performantes n’existant
pas a petite échelle peuvent devenir accessibles. Enfin, une analyse techno-économique
détaillée qui prendra en compte ces technologies reste une étape indispensable et elle devra

faire ’objet d’une étude dédiée dans le futur.
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Annexes

e Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour dosage des Polyphénols totaux

d’hydrolysat

Calcul de densité

Une prise d’essai de la fiole jaugé a vide (F. vige), en premier lieu on mesure dans la fiole

jaugée remplié d’eau (F. eau) ensuite avec 1’échantillon (F. echantilion).
Le calcul se fait comme suit : (F. ¢chantition. - F. vide) / (F. eau - F. vide)-

Préparation d’une solution (Méthanol / eau déminéralisée) avec un ratio (6 / 4) (VIV).
Préparation d’une solution aqueuse de carbonate de sodium avec une concentration de 7.5
%.

Dilution du réactif de Folin-Ciocalteu dix fois (1/10).
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Figure 1 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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e Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
d’hydrolysats

Calcul de densité

Le calcul de densité a été fait dans le but de convertir la quantité d’extrait a un volume

d’hydrolysat.

Une prise d’essai de la fiole jaugé a vide (F. vige), €n premier lieu on mesure dans la fiole

jaugée remplié d’eau (F. eau) ensuite avec 1’échantillon (F. echantilion).
Le calcule se fait comme suit : (F. schantition. - F. vide) / (F. eau- F. vide)-

1,5 mL de chaque extrait a analyser est ajouté a 1,5 mL d’AlClza 2 % (solution éthanoique).
Aprés 10 min d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 430 nm en

utilisant un spectrophotometre UV-Visible (Thermo Scientific evolution 201).
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Figure 2 : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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e Courbe d’étalonnage du glucose pour le dosage des sucres réducteurs
d’hydrolysat

Préparation de la courbe

Une solution mere standard de glucose de 1 mg/mL a été préparée. Les solutions étalent de
glucose ayant des concentrations de 100 a 1000 ug/mL ont été préparées. Environ 1 mL de
chacun de solution étalon (solutions filles) du glucose a été prélevés dans des tubes a essali,
1,5 mL de réactif DNS ont été ajoutés dans chaque tube contenant les solutions d'étalons.
Des tubes a blanc ont également été préparés en mélangeant 7,5 mL d'eau distillée. Tous
standards (les échantillons et le blanc) ont été placés dans un bain d'eau bouillante pendant
5 minutes, ensuite l'absorbance a été enregistrée a 510 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre
UV-Visible (Thermo Scientific evolution 201). La concentration du sucre présent dans

I'échantillon a été estimée en se référant a la courbe d’étalonnage du glucose (voir figure 3).
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Figure 3 : Courbe d'étalonnage de glucose pour dosage des sucres réducteurs
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Courbe d’étalonnage du glucose pour dosage des sucres totaux
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Figure 4 : Courbe d'étalonnage du glucose pour de dosage des sucres totaux

Courbe d’étalonnage d’éthanol pour dosage du bioéthanol
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Figure 5 : Courbe d'étalonnage de 1’éthanol pour de dosage en bioéthanol
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Figure 6 : Montage Soxhlet représentatif d’extraction des maticres grasse et des extractibles

(Hexane / éthanol)

Figure 7 : Détoxification d'hydrolysat extrait a I'aide d’une hydrolyse chimique a partir la

biomasse lignocellulosique partir de la biomasse lignocellulosique de sarment de la vigne

Figure 8 : Analyse qualitative de la présence du bioéthanol par dichromate de potassium
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Figure 9 : Photos des appareils utilisés dans cette présente étude au cours de 1’étape de

prétraitement de la biomasse

Figure 10 : Photos de la partie microbiologique des souches de la levure saccharomyces cerevisiae
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Figure 11 : Photos des appareils utilisés dans cette présente étude au cours de caractérisation de la

biomasse lignocellulosique
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Abstract

The objective of this work was to valorize a waste from cardinal vine shoot into a hydrolysate rich in reducing sugars. Plack-
ett—Burman design was considered to identify the significant factors, while a Box Behnken design was considered to optimize
the extraction in the following experimental conditions: 100 °C, 750 rpm, trifluoracetic acid (CF;0,H) concentration (TFA)
in the range (1-10%), for 20 to 180 min and considering the following solid—liquid (S/V) ratios (1:1, 3:1, 5:1). The optimal
result was 2.53% in sugars equivalent to a yield of 50.64% per gram of dry matter. Shoot vine waste was characterized by
attenuated total reflection-Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR), X-ray diffraction (XRD), simultaneous
thermal analysis (STA), and X-ray fluorescence (XRF). The chemical composition was 43.38% cellulose, 23.58% hemicel-
lulose, 21.22% lignin, 2.53% ash, 5.82% crude protein, 11.7% moisture, and extractives (0.81% fat, 0.56% total sugars, 2.3%
extractive (hexane-ethanol)). The promising potential of shoot vine waste to produce sugar and other added-value compounds

was demonstrated.

Keywords Hydrolysis - Extraction - Reducing sugar - Design of experiments - Renewable energy

1 Introduction

Humans’ progressive fuel consumption has driven people
to find new energy resources either in the transport or in
other energy fields [1]. Fossil fuels are in finite amount and
has caused severe environmental pollution [2, 3]. Renew-
able energy has therefore become more significant to achieve
environment-healthy human and socio-economic prosper-
ity [4]. In this regard, research presents challenges in the
development of green chemistry with the use of an important
natural source of organic matter and accessible raw materials
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to avoid ecosystem disruption [5, 6]. This requires the inclu-
sion of various products with high added value, such as the
energy source, solid fuel for combustion and biofuels, and
biomaterials like bioplastic, road binder, and dye dispersant
in addition to other common chemicals like propanol, ace-
tone, succinic acid, lactic acid, pesticides, and others [7-9].
One of the renewable and sustainable resources is the lig-
nocellulosic biomass [10]. Lignocellulosic waste materials
are a promising source for various products; this is chosen in
terms of overall cost, energy efficiency, and environmental
impact [11, 12]. Lignocellulosic biomass materials contain
various polymers, such as polysaccharides (cellulose, hemi-
cellulose), lignin, and polar and non-polar substances which
are interwoven together [13, 14]. The morphological struc-
ture of lignocellulosic biomass presents a complex structure,
where the holocellulose and hemicellulose are closely linked
to lignin that hinders the depolymerisation of polysaccha-
rides into monosaccharides [15]. Nowadays, agricultural
wastes are excellent lignocellulosic feedstocks [16, 17]; bio-
mass waste is considered interesting, since it is available in
large amounts [18, 19]. The grape is one of the major fruits
to be cultivated by man and vine is an important plant crops
in the world. Vine shoots represent the main waste fraction

@ Springer
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of the foot, representing roughly half of the vine mass and
have been studied because they contain numerous polysac-
charides including cellulose. The design of experiment for
the variable optimization has a number of advantages: (i) it
reduces the number of experiments, which results in the use
of less material and reagent; (ii) it provides information on
the interactions among the variables [20]. The Plackett—Bur-
man design is an essential tool in screening the effects of
process variables. Furthermore, it is frequently used to
enhance the product yield and reduce the process variability
and number of experiments, process time, and overall cost
[21-23]. The response surface methodology (RSM) with
Box Behnken design is a widely used mathematical optimi-
zation tool due to simultaneous analysis of interactions of
several parameters with the minimum of experimental trials.
The Box Behnken design is a spherical-type design which
consists of a central point and middle points of the edges
of the cube circumscribed on the sphere [24, 25]. Grape
production has increased extensively in recent decades. In
Algeria, the region of Boumerdes is known for its wine cul-
ture and its table grapes, which represent 49% of its national
production. The area devoted to vine plantations is about
13,872 ha, divided into 10 varieties: Muscat, Italia, Chasse-
las, Victoria, Sultanine, wholesale Black, Red glob, Dattier,
Sabelle, and Cardinal. In general, the density of plantation is
about 10,000 foot per hectare producing 7 kg of vine waste
biomass per foot, accounting for 971,040 t of biomass waste
for the total area. To ensure the good harvest and fruiting,
in winter, the viticulturists focus on the most important step
which is the limitation of the excessive growth of vines. This
generates waste rich in cellulose, namely a rich promoter for
the extraction of sugars.

Accordingly, the purpose of the present work is to val-
orise the abundant lignocellulosic biomass from the waste
of cardinal shoot vine and to further examine the chemi-
cal composition of the feedstock, including its physical and
chemical characterizations. Otherwise, based on statistical
techniques, the effect of different extraction parameters on
the efficiency and recovery of hydrolysate rich in reducing
sugar without any chemical or biological pretreatment of
the vine shoot waste was investigated. The extraction opti-
mization was done in a two-step level. The Plackett—-Burman
design was used to screen the significant components, and
then the RSM based on the Box Behnken design was con-
sidered. The objective was to optimize the parameters of the
screened factors, such as the extraction time, the concentra-
tion of trifluoroacetic acid (TFA), and the solid—liquid ratio
to maximize the sugar extraction yield, as well as to reveal
any possible interaction effect between the independent vari-
ables in a timely manner.

To the best of our knowledge, and according to the recent
literature on lignocellulosic biomass from vine shoot waste,
it has been used as natural resources of bioactive compounds

@ Springer

such as production of lactic acid and lignin [26], resources
of phenolic and antioxidant [27, 28], cellulose nanocrystals
[29], oligosaccharides [30], bio-butanol [31], bioethanol [32,
33], and bio-composite films [34].

2 Materials and methods
2.1 Raw materials

The vine shoot waste used in this work comes from cardi-
nal grape variety. The samples were collected in the area
of Bordj Menaiel (70 km East of Algiers) and thoroughly
washed with distilled water, and dried for 20 days at room
temperature in a ventilated dark room to protect the com-
pounds from light oxidation. They were treated at 60 °C
for 24 h, followed by mechanical treatment by a centrifu-
gal miller (ground with an electrical grinder model MX-
E1900-power 900 W Condor, Algeria), milled to a parti-
cle size of less than 1 mm, and thereafter sieved r to have
a single and homogenized batch using a handle stainless
steel mesh sieve with an aperture of 1 mm. The size of the
biomass after sieving was measured by using a laser granu-
lometry particle size analyzer (Mastersizer 2000, Malvern
Instruments). The feedstock was stored in airtight bags in a
dark and dry place to be protected of moistures and light,
until its further use. In the screening step, the feedstock
was separated in two fractions. It was passed through two
standard 125-um and 500-um sieves and stored in the same
conditions. All chemicals used were purchased from Sigma-
Aldrich (Algeria), and all solvents used were of analytical
grade.

2.2 Physical and chemical characterization
of lignocellulosic biomass

2.2.1 Attenuated total reflection-Fourier transform
infrared spectroscopy

The ATR-FTIR analysis was performed on a ThermoScien-
tific Nicolet IS 10 Model spectrophotometer (Thermo Elec-
tron Scientific Instruments IIC, Fitchburg, WI 53,711, USA),
equipped with ATR ThermoScientific Smart iTR module.
The feedstock was milled to a particle size of less than
1 mm. It was milled and sieved with a handle stainless steel
mesh with an aperture of 250 um and oven-dried at 30 °C
overnight to avoid the moisture absorption during milling
and sieving; it was placed directly on the ATR crystal. The
sample was characterized via ATR-FTIR spectroscopy in
ATR mode with C/ZnSe crystal. The equipment worked
in absorbance and transmission mode with a resolution of
2 cm™!, and a total of 40 scans were accumulated. The spec-
trum was obtained in the range 4000—600 cm™".
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2.2.2 Biomass composition analysis

In a previous study, the chemical composition of the ligno-
cellulosic material from vine shoot waste was determined
using the method prescribed in the Technical Association of
Pulp and Paper Industry Standard Method (TAPPI) and the
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) Official
Method. The weight fractions of the lignocellulose compo-
nents were determined in triplicates.

Moisture and ash contents were estimated using standard
protocol. Samples were heated (oven-dried, 105 °C, 24 h),
(muffle furnace, 550 °C, 5 h), respectively (Tappi Standard
T-211.0m-02.2002 [35] and T-421.0m-02.2002) [36].

Fat and extractive contents were extracted in a Soxhlet
extractor (diethyl ether (CH;-O-CHj;, anhydrous, ACS Rea-
gent, >99.9%, Sigma-Aldrich), 80 °C, 50 min), (hexane
Ce¢H,4 (N-Hexane, 99%, AR, BIOCHEM Chemopharma);
ethanol (CH;CH,OH, Ethyl alcohol, pure, Sigma-Aldrich)
ratio of 2:1 (V/V)), respectively (Tappi Standard T-204.
cm.97) [37].

The lignin content was determined by extracting in H,SO,
(ACS, Reagent,95-98%, Sigma-Aldrich) (72% (V/V)), at
room temperature and constant stirring for 2 h, then diluted
to 3% concentration (V/V) with distilled water [38].

Holocellulose content The biomass was milled into pow-
der, sieved, and oven-dried at 60 °C for 2 h. One gram of
ground biomass was treated with 0.4 g of sodium chlorite
(NaClO,, puriss. p.a. 80% (RT), Sigma-Aldrich), 0.2 mL
of CH;COOH (glacial, ACS reagent, >99.7%, Sigma-
Aldrich) and 32 mL of distilled water, boiled in a water
bath at 75 °C for 1 h. Every hour, 0.4 g of NaCIlO, and
0.2 mL of acetic acid were added until a whitish appear-
ance was observed. The suspension was then cooled at
room temperature, filtered under a vacuum pump with
filter crucible n°4 and washed with hot water repeatedly;
finally, it was dried in an oven at 105 °C until a constant
weight was achieved. It was estimated by the measure of
the mass loss [39].

Content of a-cellulose Two 2 g of holocellulose was treated
with 10 mL of NaOH (ACS Reagent, >97%, pellets, Sigma-
Aldrich) at a concentration of 17.5%. Then, it was mixed
with class rod for 5 min. Five milliliters of NaOH of the
same concentration was added and mixed until total dis-
solution. The beaker was covered with parafilm to prevent
evaporation and kept for 30 min at room temperature. Thirty-
three milliliters of distilled water was mixed and kept for 1 h
and filtered by using a vacuum pump with a filter crucible
(n°3). The residue was washed with 100 mL of NaOH solu-
tion (8.3%) and rinsed with distilled water. Fifteen milliliters
of acetic acid (10%) was added and rinsed until it reached
neutral pH (~ 7). It was then rinsed with 250 mL of distilled

water and oven-dried at 40 °C until a constant weight was
reached. It was estimated by the measure of the mass loss
[40].

The hemicellulose content was calculated by the differ-
ence: content of holocellulose — content of a-cellulose [40].

The crude protein content of vine shoot waste was cal-
culated based on the N amount, determined by the Kjeldahl
method with appropriated factor 6.25 [41].

2.2.3 X-ray diffraction

The XRD analysis was performed to distinguish the phases
and to gain an overview of the morphology of the biomass
and regularization of shear bands that form the structure of
the polysaccharides [22]. The XRD pattern of shoot vines
wastes was carried out at the CuKa radiation (A=1.54056
A°). The test was run in an X-ray diffractometer (D8
Advance Bruker, Germany), operating in transmission
mode, and working at a voltage of 40 kV and 35 mA of
filament emission. Furthermore, diffraction intensities of 20
peaks were measured in the range (05—40°) with step sizes
of 0.04° and scanning rate of 01°/min.

The crystallinity index (Crl) was calculated from the
height ratio between the height of the maximum interference
(Ipop) and the intensity at 22.2°, referred as I, [42] (Eq. 1).

Crl = (1002 _Iam)/IOOZ X100 (n

2.2.4 Simultaneous thermal analysis

The thermal stability of the biomass was studied by STA
analysis and combined TG-DSC techniques (thermo-
gravimetry and differential scanning calorimetry) using a
NETZSCH-Geridtebau GmbH analyzer (model STA 409 PC
LUXX, Wittelsbacherstrae 42, D-95100 Selb-Bavaria, Ger-
many). The aim of this analysis is to determine the thermal
stability of the sample and to characterize and observe the
transition phase and the interaction of the biomass as a func-
tion of temperature. The biomass was weighed in an AL,0O;
crucible. A sample of 6.754 mg was heated at 10 °C min™'
under Ar flow at a flux of 10 mL/min as a carrier gas. Analy-
sis was performed from 25 to 550 °C.

2.2.5 X-ray fluorescence spectroscopy analysis

In the present study, the XRF analysis was carried out by
using an XRF-1800 spectroscopy (Shimadzu, Japan) with a
vacuum medium to determine the mineralogical composition
of the biomass. The latter was ground and sieved by a sieve
of 0.050-mm porosity, shaped by the cold pressing process
using a uniaxial press to obtain dense pellets.
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Table 1 The variables and
levels in statistical design

Variable code

Variables Name

Low level (—1) High level (+1)

for scrt?enin'g affecting sugar X Agitation speed 500 rpm 750 rpm
extraction yield X, Concentration of TFA acid 1% 10%
X3 Temperature 60 °C 100 °C
X4 Solid/liquid ratio 1 g/100 mL 5 g/100 mL
X5 Particle size of powders 125 um 500 um
X Extraction time 20 min 180 min

2.3 Design of experiments and statistical analysis

The optimization of the process was based on the use of
Plackett—Burman and Box Behnken designs with a view of
saving energy and having energy efficiency towards sustain-
able development with the aim of building a safe and healthy
world based on the 12 principles of green chemistry.

2.3.1 Data analysis

The JMP software (version 13, SAS) was used to construct
the Plackett—-Burman and Box Behnken designs, as well as
for regression analysis of the experimental data obtained.

2.3.2 Plackett-Burman design

The P-B design was used to identify significant factors
among the six factors considered in this study that influence
and edit in sugar extraction yield.

The design was based on the following first-order poly-
nomial model (Eq. 2).

Y=py+ Y BX, @)

where Y is the dependent variable (response), namely the
sugar extraction yield. B, is the constant coefficient/the
model intercept/the offset term. P, is the linear effect. F is
the number of the variable (input); in our case F=6. X is
the independent variable (factors).

In the present study, six factors (independent variables)
or input including agitation speed X, concentrations of TFA
acid X,, temperature X5, solid/liquid ratio X,, particle size
of powders X5, and extraction time X, were investigated
to identify the significant factors for the sugar extraction
yield. On the other hand, 12-run Plackett—Burman design
has evaluated the six factors. Each factor was evaluated at

two levels — 1 for the low level and+ 1 for the high level. The
design is shown in Table 1, and the given sugar extraction
yields were the average of three trials.

2.3.3 Box Behnken design

The number of experiments was calculated according to the
following equation (Eq. 3).

N=K+K+C, 3)

where K is the factor number, K=3 in this study; and Cp
is the replicate number of the center points (Cp=3) in the
present study.

The multi-regression analysis of the data to fit a second-
order polynomial equation (quadratic model) was carried out
according to the following equation (Eq. 4.), which predicts
the optimum conditions of the sugar extraction.

F F F
Y=5,+ Zi=1ﬁiXi + Z Zi=j—1ﬂiinXJ + Zi:lﬂﬁXiz

“
where Y is the dependent variable (response); namely the
sugar extraction yield, B, is the constant coefficient, was
the model intercept, and was the offset term. f; is the linear
effect; B;; is the quadratic effect; and f; is the interaction
effect.

Fis the number of the variable (input); Xi and X; are the
independent variables.

In this study, a Box Behnken design with three factors
and three levels was used to optimize the parameters of
the screened factors, such as the TFA concentration, X,
the (solid / liquid) radio, X, the extraction time, X5, and
to maximize the sugar extraction yield, leading to 15 runs.
Each factor was evaluated at three levels (— 1) for the low
level and (0) middle level or central level and (+ 1) for high
level. The design is shown in Table 2, and the given sugar

Table 2 The variables and

- e . Variable code Variables name Low level (—1) Middle level (0) High level (+1)
levels in statistical design for
optimization affecting sugar X, Concentration of TFA acid 1% 5.5% 10%
extraction yield X, Ratio (solid/liquid) 1 g/100 mL 3 ¢/100 mL 5 /100 mL
X3 Extraction time 20 min 100 min 180 min
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extraction yields were the average of three trials. Experi-
ments were carried out in a random order to avoid any bias
to reduce the outcomes of unpredicted variability in the
responses due to irrelevant factors.

2.4 Extraction and analysis of sugars

The sugar extraction was carried out in a 500-mL flat bottom
Bicol containing a diluted acid solution TFA (CF;CO,H,
BIOCHEM Chemopharma) with a biomass associated with
a temperature controller RDT (resistance temperature detec-
tor) temperature sensor (Pt 100) at the desired set point sub-
jected to a digital hot plate equipped with a digital stirrer
under reflux using a water condenser (30 cm). The objective
was the liquid steam equilibrium to prevent loss of mass
by evaporation. This dilute acid solution (CF;CO,H) was
used due to various reasons such as the sugars which gener-
ally remain stable during hydrolysis, efficiency, and easily
removed from hydrolysates (volatile). After extraction, the
hydrolysate was cooled with water and filtered under Biich-
ner using a vacuum pump to remove impurities from the bio-
mass. It was neutralized with NaOH (1 mol/L) until a pH of
5.10. Delignification and detoxification were performed with
M3 g per liter of charcoal powder [16, 43], filtered under a
vacuum with filter crucible N°3. The hydrolysate was vig-
orously centrifuged (3000 rpm, 10 min), filtered through a
funnel, splashed with N, gas, sterilized in an autoclave at
121 °C for 20 min. and finally cooled to 4 °C. The sugars
were evaluated by the dinitrosalicylic acid (DNS) method.
One milliliter of hydrolysate was mixed with 1.5 mL of DNS
reagent, boiled in a water bath at 100 °C for 5 min. The
obtained sample was cooled with water, to which 7.5 mL of
distilled water was added. The absorbance was measured at
530 nm [44].

3 Results and discussion
3.1 Particle size analysis using laser granulometry

Figure 1 shows the particle size of the all samples where
the size of the flour of the vine shoot wood lies between 7
and 830 pm, indicating a very fine biomass. Such range of
sizes should drastically reduce the crystallinity of cellulose,
thus improving the depolymerization of the cellulose by
acid hydrolysis leading to a hydrolysate rich in sugars. The
curve A (Fig. 1) represents the particle size distribution of
shoot vine waste as a function of its amount present in the
lignocellulosic biomass after grinding. The large amount
obtained by the grinder was between 120 and 830 pum, which
represents a very fine biomass. Lignocellulosic biomass was
sieved and separated in two samples and used in the screen-
ing and optimization processes. The red color in this figure

12 - n of lignocellulosic
shoot waste
10 < it was used in Plackett-Burman design
- screening step
§, 8F — - as used in Plackett-Burma
o Box Behnken d
g
S ofF L -
2 Y — -
4k
2 F
0 1 . . . . . ' ) '
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Particle Size (um)
Fig. 1 Particle size distribution of the shoot vine waste of all samples
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Fig.2 ATR-FTIR spectra of shoot vine waste

shows the amount of lignocellulosic biomass with particle
sizes less than 125 pum.

According to Fig. 1, the sample contains a large part of
particles with size in the range (7-100 um). The black line
indicates the amount of lignocellulosic biomass with particle
size less than 500 um. A large amount of the particles have
sizes between 80 and 500 um. Moreover, the amount of lig-
nocellulosic biomass which must undergo further grinding
corresponds to the blue line.

3.1.1 ATR-FTIR analysis

The ATR-FTIR spectroscopy was used to determine the
molecular structure present in the vine shoot’s waste by iden-
tifying the functional groups; the corresponding spectra are
illustrated in Fig. 2.

The wide band observed in the region (3700-3000 cm™!)
is commonly attributed to the O—H stretching vibrations;
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furthermore, this band could also be associated to the
structure of cellulose molecules as well as to aromatic and
aliphatic hydroxyl groups. In addition, the O—H bending
appears at the same band which characterizes the adsorbed
water, accounting for the hydrophilic tendency of the fib-
ers, while the peak position at 2930 cm™! indicates the C-H
stretching vibration [29, 45]. On the other hand, the broad
band at 1036 cm™! can be attributed to the cellulose, present
in the spectrum with high intensity, associated with C—-O-C
asymmetric bridge stretching [26, 46]. The small band cen-
tered at 1232 cm™' responds to the C-O stretching, and is
characteristic of the hemicellulosic and lignin fractions. The
small peak at 1500 cm™' can be due to proteins [47], while
that at 1731 cm™! is related to the carbonyl ester group C=0
bond stretching present in hemicellulose [48]; the peak at
1611 cm™! attributed the stretching of C=0 group of hemi-
cellulose contents [49].

3.1.2 Biomass composition analysis

The biomass composition is given in Table 3. The sample
was oven-dried at 40 °C, cooled in a desiccator so that the
biomass does not absorb moisture. The moisture content is
one of the preliminary signs of the rate of cellulose because
of its adsorption factor. The extractable level represents the
soluble materials in organic solvents. In our case, it is a mix-
ture of ethanol/hexane, and hence, the extracted compounds
are the following: flavonoids, terpenes, stilbenes, and tan-
nins, which give the color and the smell of wood.
According to the chemical characterization of the bio-
mass, the holocellulose content was 66.96% of the dry
weight. It is the addition of the cellulose and hemicellu-
lose fractions, showing the richness of the biomass in cel-
lulose and hence in reducing sugars and an average level of
lignin, which is in favor of a detoxification with the charcoal

powder. It can also be noted that there is richness of the
biomass in protein, with a yield of 5.62%. The reducing sug-
ars obtained from lignocellulosic biomass are usually used
in the fermentation under aerobic conditions using micro-
organisms for the biofuel production; these micro-organisms
need a source of carbon (reducing sugar), nitrogen (protein),
vitamins, and minerals for their growth. This composition of
cardinal vine shoot waste can lead to produce the bioethanol
as fuel for the transport sector.

The Klason lignin content was comparable to that of
some agricultural residues, such as palm kernel shells 45%,
palm mesocarp fiber 32%, Arecanut husk 31.6%, eucalyptus
27%, rice straw 26.30%, Douglas fir 25.3%, rice husk 23%,
and bagasse 22.8% [15, 26, 50, 51].

The lignocellulosic biomass from cardinal vine shoot
waste was compared with those reported in the literature;
the sample is the vine shoot waste with grape variety Hond-
arridi Zuri supplied by the local winery Aldako Bodega, S.L.
(Oiartzun, Bsque Country, Spain) characterized by a particle
size of ~0.4 cm, 27% hemicellulose, 26% of ash, and 3.1%
of extractable. To our knowledge, the chemical composition
of this biomass is different with our lignocellulosic biomass
due to the nature of the soil, meteorological conditions, and
also the nature of the variety [26].

3.1.3 X-ray diffraction analysis

The XRD analysis of the shoot vine waste is displayed in
Fig. 3, and the pattern is based on the literature data and
the use of International Centre for Diffraction Data ICDD.
As observed, the shoot vine waste has an amorphous por-
tion at Bragg angle (20) between 5 and 14° due mainly to
lignin and hemicellulose, as well as to other compounds,
which give a disordered structure, rice to border, and less
defined peak, respectively. Furthermore, shoot vine waste

Table 3 Biomass composition of shoot vines waste 1600 - 15 22 265 34.6
- o1 002) ! 040
Biomass Content (%) ) *0
1400 4
Moisture 11.7 £ 0.46 (002)
Holocellulose (%) Alpha-cellulose 43.38 + 0.60 1200 4
66.96% + 0.75 Hemicellulose 23.58 +0.67 =
Fat 0.81+0.14 g 1000
Extractive (%) Total sugar 0.56+0.11 E|
3.67% Extractive (hexane- 23+0.46 300 -
ethanol)
XRF analysis Calcium oxide 61.5 600 4
Minerals content or ash Potassium oxide 21.5
(%) Silica 7.43
2.5%=+ 0.22 Phosphorus pentoxide 5.80 400 T T T T T T T
Sulfur trioxide 342 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
. Angle (2 Theta)
Crude protein 5.62% +0.19

Klason lignin

21.22%=+ 0.71
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has peaks related to the crystallographic plans of cellulose
in accordance with the 20 angle at 15°, 22.2°, 26.5°, and
34.6°, which can be ascribed to the crystallographic planes
(101), (002), (002), and (040), respectively, due to the per-
fect regular arrangement of the molecules in an equatorial
plane, giving its rigidity [52]. This gives information on the
presence of alpha-cellulose, a regular periodic structure,
which is responsible for the crystallinity of the biomass [53].

The CrI of the non-treated lignocellulosic biomass from
cardinal vine shoot waste (33.59%) with a particle size less
than 1 mm was compared with another sample of vine shoot
waste (Crl in the raw state without pretreatment was 65.29%,
with hydrothermally pretreated was 43.60%, particle size
was 0.4 cm). The same sample was compared with the chem-
ical composition section, and it can be concluded that the
lignocellulosic biomass from cardinal vine shoot waste is
better than Hondarridi Zuri shoot vine waste supplied by a
local winery Aldako Bodega. S.L. (Oiartzun, Basque Coun-
try, Spain) in terms of crystallinity index [26].

3.1.4 Simultaneous thermal analysis

In the present study, simultaneous thermal analysis was used
to examine the thermal decomposition of shoot vines waste
in the range (25-550 °C). Analysis of the TG/DSC spectra
shows four stages (Fig. 4).

The first one is at 100 °C: a small and endothermic band
corresponding to weight loss accounting for 5% is observed
at 53 °C ascribed to the loss of absorbed water by the cel-
lulosic fibers and represents the evaporation of the mois-
ture adsorbed into the sample [54]. In the second stage, the

Fig.4 TG-DSC analysis of the Thermogravimetric (%)

thermal degradation begins at~240 °C and represents the
degradation of extractible, lipid, protein, and other compo-
nents. In addition, the first exothermic peak and the maxi-
mum rates of weight loss are observed from 250 to 380 °C
corresponding to the decomposition of polymers (cellulose,
hemicellulose, and lignin) to generate volatile compounds
[55]. This means that the glycosidic bond chains are broken
down, leading to the dissolution of the amorphous phase.
In the third stage, between 400 and 500 °C, a sharp exo-
thermic peak occurs and a major peak is observed from 400
to 480 °C corresponding to the total decomposition of the
cellulose and to the generation of volatile compounds, indi-
cating the destruction and total carbonization of the sample.
The remaining residues above 500 °C in the end product
were mainly ash derived from the biomass.

3.1.5 X-ray fluorescence spectroscopy

According to the results of the fluorescence (Table 3), the
lignocellulosic biomass has an overall mineral composi-
tion of 2.5%, which constitute the nutrients of cell growth,
such as calcium in the form of CaO which represents a
major component of the biomass, namely 61.5% of the
minerals. It has an importance in the plant physiology and
arole in the cohesion of cell walls. Phosphorus pentoxide
(P,05) is a phosphate fertilizer, crucial for the roots and
shoot growth of the vine; potash fertilizer is added in the
form of K,O as a nutrient for the cell development. The
presence of silica is a sign that the biomass was not well-
irrigated; silica is adsorbed by the plant in the form of
silicic acid.

Dilferential scanning calorimetry (mW/mg)

shoot vine waste TG (%) DSC (mW/mg)
ass change: 4.93%
: 00 i Weight Loss (%) / Mass change: 4.93%
i e // .................................................................................................
— i -3
: N
i
80 -1 Peak: 446.8°C 3.152 mW/ mg —
Mass change: 51.27% L > %0
—_— ~
=>\c Exothermic é
~ 60 - Pcak: 334.3°C 1.503 mW/mp -~
E Endothermic \_'/
= : =
L . =
= 1 =
40 - X = 8
Peak: 53.2°C 0.659 mW/mg \ ._l'_.:
r / g
20 -1 : — o
[y Mass change: 33.49%
: . .
v Residual Mass: 7.52 % (545.9 °¢) L1
0 L} L] L] L} 1
100 200 300 400 500
Temperature (°C)
@ Springer

Content courtesy of Springer Nature, terms of use apply. Rights reserved.



Biomass Conversion and Biorefinery

Table 4 The Plackett—-Burman

5 - Run  Process parameters Y

design of the shoot vine waste

and experimental values of Agitation Tempera- Time (min)  Concentra- Size (um)  Ratio (g/mL) Sugar

response variables speed (rpm)  ture (°C) tion (%) extraction

(%)

1 750 100 180 1 125 1 0.1769
2 500 60 180 1 500 5 0.1938
3 500 100 20 1 500 1 0.0223
4 500 100 20 10 500 5 0.4896
5 500 60 180 1 125 5 0.1063
6 750 60 180 10 500 1 0.2192
7 750 60 20 1 500 1 0.0144
8 750 60 20 10 125 5 0.2037
9 750 100 20 1 125 5 0.3479
10 500 60 20 10 125 1 0.0108
11 500 100 180 10 125 1 0.2354
12 750 100 180 10 500 5 1.0033

3.2 Design of experiments

3.2.1 Screening of the significant factors using Plackett-
Burman design

In this study, six variables were selected for the screening
using the Plackett—-Burman design. The experimental condi-
tions to be verified were selected on the basis of the highest
desirability. In total, 12 experimental runs for reducing sugar
production with combination with the two levels of each
variable were performed as shown in Table 4.

The impact of the six factors considered in this study on
the reducing sugar yield from shoot vine waste was statisti-
cally analyzed. The aim of this screening is to evaluate the
factors which have a significant effect on reducing sugar
yield for further optimization study using Box Behnken
design. Reducing sugar yields from the shoot vine waste
range from 0.01 to 1 g/l; it is a wide variation in the sugar
extraction (Table 4). The coefficient of determination R? of
the Plackett—-Burman model is 0.90, while the adjusted R?
is 0.81. This shows that the predicted R? values are close to

analysis of variance of Plackett—-Burman model is given in
Table 5.

The regression model (ANOVA) is highly significant to
represent the dependence of the reducing sugar yield on the
components studied. If the P-value is <0.05, the respective
terms were said to be significant. On the other side, a P-value
greater than 0.05 indicates an insignificant term. In our case,
three factors were considered the most significant factors
namely the liquid/solid ratio with P-value 0.01107 (very
low), the temperature with P-value 0.01549, and the TFA
concentration with P-value 0.02785, while the three others,
namely the agitation speed (rpm), the extraction time, and
the particle size, showed insignificant effects on the reducing
sugar yield (Table 6).

The model of the first-order polynomial equation was
applied to determine the relationship between the factors and
the response as shown in the following equations (Table 7):

Y =(sugar extraction yield) = 0.4494 + 0.0756 X,
+ 0.1084 X, + 0.1273 X5 + 0.3123 X, + 0.0479X;

the adjusted R, indicating the accuracy of the model. The + 0.0705 X,

Table 5 Regression analysis Source Sum of squares DF Mean squares F-value P-value Significance

(ANOVA) of Plackett—Burman

design experimental results on Model 0.7565 6 0.1261 8.4220 0.0168 Significant

e i’;tfcclgoe‘; ff;’gﬁjﬂ"‘“ vine -y, 0.0686 1 0.0686 45804  0.0853 Insignificant
X, 0.1409 1 0.1409 9.4118 0.0279 Significant
X3 0.1943 1 0.1943 12.9817 0.0155 Significant
Xy 0.2312 1 0.2312 15.4424 0.0111 Significant
X5 0.0618 1 0.0618 4.1316 0.0978 Insignificant
X 0.0596 1 0.0596 3.9840 0.1025 Insignificant
Residual 0.0748 5 0.0150
Cor total 0.8313 11
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Table 6 Estimated coefficient, calculated t-value, P-value, and std
error of Plackett—-Burman experimental design

Term Coefficient  Stderror Tratio  Prob>ltl
Intercept 0.4494 0.0578 7.7814  0.0006
Agitation speed 0.0756 0.0353 2.1402  0.0853
TFA concentration  0.1084 0.0353 3.0679  0.0279
Temperature 0.1273 0.0353 3.6030 0.0155
Solid/liquid ratio 0.3123 0.0795 39297 0.0111
Particle size 0.0479 0.0235 2.0326  0.0978
Extraction time 0.0705 0.0353 1.9960  0.1025

The optimal reaction in the experimental screening was
achieved when the solid/liquid ratio was set at 5, tempera-
ture at 100 °C, agitation speed at 750 rpm, TFA concentra-
tion 10%, granular size 500 um, and an extraction time of
180 min. (Table 4).

3.2.2 Optimization using Box Behnken design

The most puzzling part of this study is the optimization
process for obtaining the maximum of reducing sugar.
The Box Behnken design is used to optimize the number
of experiments to be executed by determining the feasible
interactions between the parameters studied and their effects
on the reducing sugar yield from the shoot vine waste. In
total, 15 experimental runs and three central points were
designed and performed according to the conditions, which
were applied in each run (Table 7). The optimization of the
experimental conditions was determined by setting targets
for targeting the desire for responses. These conditions were

based on the Plackett—-Burman design, summarized as fol-
lows: agitation speed and particle size remained unchanged,
namely 750 rpm and 125 um respectively, according to
the screening plan, which seem to be insignificant these
(Table 5). Although the temperature is a significant factor, it
was fixed at 100 °C, due to our equipment and was the maxi-
mum allowed on our assembly. Furthermore, exposure time
was variable. The significant factors were optimized based
on the objective of having the less corrosive environment
and rich in reducing sugars. Experimental results and those
of the optimization according to the Box Behnken design are
illustrated in Table 7. The results of the Box Behnken design
showed that the best amount of extraction was obtained in
the experimental run No:8 giving 2.53 g/L of reducing
sugar, while the lowest total sugar release (50 mg/L) was
achieved in run No:11 (Table 7). In the optimization study,
the yield of reducing sugar in vine shoot waste has increased
by 150% compared to that of screening. The highest amounts
of extraction were 2.53 g/L (Table 7) and 1.0 g/L (Table 4)
in the optimization and screening, respectively. The second-
order polynomial model was applied to determine the rela-
tionship between the yield of reducing sugar and the tested
parameters (Table 8).

Y =0.7188 + 0.0775 X, + 0.4601 X,
+ 0.3701 X5 + 00.0526 X, X,
— 0.0709 X,X; + 0.4499 X, X,
— 04147 X,, + 0.1467X,: + 0.1717 X5,

where the coefficients for the linear, quadratic, and
interaction effects of the variables are coded as X1, the

Table 7 Box Behnken design

. Exp Process parameters Sugar extraction (Y)
of the shoot vine waste and
experimental values of response Order Time (min) Ratio (g/mL) Concentration Experiment (%) Predicted (%)
variables (%)
1 100 1 10 0.0993 —0.0244
2 100 3 5.5 0.7188 0.7188
3 100 5 1 0.6970 0.7208
4 180 1 5.5 0.5092 0.3122
5 180 3 10 0.7567 0.8575
6 180 3 1 0.7081 0.7942
7 100 3 5.5 0.7188 0.7188
8 180 5 5.5 2.5321 2.1222
9 20 3 10 0.3852 0.3991
10 100 5 10 0.9219 1.1110
11 20 3 1 0.0531 0.0323
12 20 5 5.5 0.6654 0.6624
13 20 1 5.5 0.4420 0.5520
14 100 1 1 0.0848 —0.0643
15 100 3 55 0.7188 0.7188
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Table 8 Parameter estimates for linear, quadratic, and interaction
effects of the variable on reducing sugar yield

Term Coefficient Std error T ratio Prob >tl
Intercept 0.7188 0.1119 6.4256 0.0014
X, 0.0775 0.0685 1.1315 0.3092
X, 0.4601 0.0685 6.7167 0.0011
X3 0.3701 0.0685 5.4019 0.0029
X, *X, 0.0526 0.0969 0.5429 0.6105
X, * X, —0.0709 0.0969 —-0.7315 0.4973
X, * X, 0.4499 0.0969 4.6436 0.0056
X2 —0.4147 0.1008 —4.1128 0.0092
X,? 0.1467 0.1008 1.4545 0.2056
X32 0.1717 0.1008 1.7026 0.1494

concentration of TFA acid; X2, the solid/liquid ratio; and
X3, the extraction time on the reducing sugar yield.

The positive sign of the coefficients in the equation indi-
cates a synergistic effect, whereas a negative sign symbol-
izes an antagonistic effect on the response. In this study of
Box Behnken design, the predicted values are in agreement
with the experimental data (Table 7). The R? value close
to 1 indicates that the model is the best fit and denotes a
better correlation between observed and predicted values.
The coefficient of determination R? of the Box Behnken
model was 0.96 and the adjusted R? 0.89. This shows that
the predicted R? values were close to the adjusted R?, indi-
cating the accuracy of the model. The ANOVA results for
the quadratic model are given in Table 9. The P-value < 5%
indicates that the model terms are significant at 95% confi-
dence level. The P-value and F-value were applied to deter-
mine the significance of the coefficient and the interaction
strength of combined factors. The factors are significant for
low P-value and high F-value. This analysis showed that

the overall model was significant (F-value=13.5177), with
very low probability value (P-value =0.0052) (Table 9). In
addition, the interaction effect between the solid/liquid ratio
and the extraction time (X, * X;) was significant (Table 9),
as well as between (X; * X,), concentration of TFA acid
and solid/liquid ratio, with P-value =0.0056. Thus, (X, *
X5) concentration of TFA acid and time extraction were
insignificant at 95% confidence level, with P-value =0.6105
and P-value =0.4973, respectively (Table 9). On the other
hand, linear effect (X,), (X3), and quadratic effect (Xlz)
were identified as significant which are also evident from
P value=0.0011, P value=0.0019, and P value =0.0092,
respectively. However, all the others were insignificant
(P-value > 0.05) (Table 9).

The three-dimensional response surface plots (Fig. 5)
show the interaction effect between various parameters and
used to predict the optimum levels of each factor to obtain
the maximum response. Figure 5a shows the interaction
effect of extraction time and solid/liquid ratio on the reduc-
ing sugar yield. Both the extraction time and solid/liquid
ratio have a positive impact on the reducing sugar yield,
when they increase from the middle to a higher level. The
regular and spherical shape of the contour plot confirmed
a significant interaction effect on the reducing sugar yield,
in agreement with the P-value =0.0056 (Table 9). How-
ever, no significant change in the reducing sugar yield was
observed due to change in concentration of TFA acid; thus,
there was no interaction between concentration of TFA acid
and extraction time on the reducing sugar yield (Fig. 5b), in
accordance with the P-value, 0.4973 (Table 9 and Fig. 5c¢).
In addition, there is no interaction between the TFA concen-
tration and the solid/liquid ratio on the reducing sugar yield
(Fig. 5¢), in accordance with the P-value, 0.6105 (Table 9).

The lack of fit is the variation of the data around the
fitted model. The probability value of the lack of fit was

Table9 ANOVA of Box

; . Source Sum of squares DF  Mean squares  F-value  P-value  Significance
Behnken design experimental
results on sugar extraction Model 4.5674 09 0.5075 13.5177  0.0052  Significant
from shoot vine waste by acid X, 0.0481 01 00418 12803 0.3092
Linear X, 1.6937 01 1.6937 45.1145 0.0011  Significant
X; 1.0955 01 1.0955 29.1810  0.0029  Significant
X, *X, 0.0111 01  0.0111 0.2948 0.6105
Interaction X * X, 0.0201 01 0.0201 0.5351 0.4973
X, * X, 0.8095 01  0.8095 21.5633  0.0056  Significant
X2 0.6350 01  0.6350 169147 0.0092  Significant
X,? 0.0794 01  0.0794 2.1156 0.2056
Quadratic  X;? 0.1088 01  0.1088 2.8989 0.1494
Residual 0.1877 05  0.0375
Lack of fit  0.1877 03 0.0626
Pure error ~ 0.0000 02 0.0000
Cor total 4.7551 14
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insignificant, which illustrated that the quadratic model was
valid for this study, as well as relatively to the pure error.
Optimum conditions according to the Box Behnken model
were therefore as follows: temperature 100 °C, agitation
speed 750 rpm, (V/V) TFA acid 5.5%, particle size 125 pum,
liquid—solid ratio (5 g/100 mL), and extraction time 180 min,
leading to a maximum reducing sugar yield of 2.53 g/L.

4 Conclusions

The primary goal of this study was the valorization of the
lignocellulosic biomass from cardinal vine shoot waste into
added-value compounds and to achieve maximum reducing
sugar amount. Additionally, the results obtained from physi-
cal and chemical characterizations demonstrated that cardi-
nal vine shoot waste is an excellent source of bioactive com-
pounds and can be used as potential feedstock to produce
biochemical, not only in Algeria, but also worldwide. The
Plackett—-Burman and Box Behnken designs were effective
approaches to screen and to optimize the extraction param-
eters of reducing sugars to obtain maximum yield. In the
screening step, the Plackett—-Burman design was employed
to determine important factors influencing the sugar extrac-
tion; six factors were selected (particle size, concentration,
temperature, solid—liquid ratio, extraction time, and agi-
tation speed). Among these factors, the Plackett—Burman
design allowed to identify the temperature, concentration,
and solid-liquid ratio as the significant factors influencing
the sugar extraction. The optimal conditions in the screening
were as follows: 500 um, 10% (V/V), 100 °C, 5 g/100 mL,
180 min, and 750 rpm. In the optimization step, the Box
Behnken design was successfully applied to optimize the
process conditions and to evaluate the effect of the selected
variables in the screening step; three factors were optimized
(extraction time, concentration, and solid-liquid ratio). In
this step, the extraction of the reducing sugar was increased
from 1 to 2.53 g/L, with a yield of 150%. The optimized con-
ditions according to the Box Behnken model were the fol-
lowing: 125 ym, 5.5% (V/V), 100 °C, 5 g/100 mL, 180 min,
and 750 rpm. The polynomial model fitted accurately the
experimental data and optimum conditions; and hence, the
model was therefore experimentally validated. The chemical
composition of the cardinal vine shoot waste was as follows:
43.38% cellulose, 23.58% hemicellulose, 21.22% lignin,
2.53% ash, 5.82% crude protein, and 11.7% moisture, and
extractives 0.81% fat, 0.56% total sugars, and 2.3% extrac-
tive (hexane-ethanol).
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