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INTRODUCTION

GENERALE




Les produits énergétiques les plus consommés, sont des produits du raffinage de pétrole
et sont parmi les causes principales de la pollution d’air, il existe une augmentation a la
consommation de ces produits. Pour cette problématique I’investissement est orienté vers
I’énergie durable (I’énergie verte) et renouvelable (énergie éolienne, énergie hydraulique, énergie

de biomasse...etc.).

L’avantage des plantes est leur capacité a produire des carburants aux propriétés
analoguesa celles de pétrole( Diddrenetetal., 2008).Dans ce contexte, la conversion de la
biomasse en biocarburants semble étre une solution de choix pour pallier & ces problemes

environnementaux (Allouacheet al .,2013).

Le biocarburant le plus consommé dans le monde est Le bioéthanol, sa production est
issue de la fermentation des matiéres riches en sucre(Allouacheet al .,2013 ).Pendant de
nombreuses années, la mélasse de canne a sucre a été utilisee comme option pour la production

d’éthanol et qui est riche en glucose et en saccharose.

La mélasse est un produit qui provient du processus de raffinage du sucre de canne, sa
présence en grande quantité au sein de la raffinerie de cevital de Bejaia, nous a poussé a mener
cette étude afin de valoriser ce produit, qui présente un grand potentiel pour la production du
bioéthanol en raison de sa teneur élevée en sucre. Ce produit est actuellement exploité a petite

quantité pour l'alimentation de bétails.

Le présent travail consiste a réaliser des fermentations alcooliques de la mélasse a I’aide
d’une souche de Saccharomyces cerevisiae (ou levure boulangere) afin de produire du
bioéthanol, en faisant varier quelques parameétres en vue d’obtenir les performances optimales de

la fermentation et d’avoir un bon rendement en alcool au final.



La premicre partie relative a une étude bibliographique qui englobe un apergu sur 1’énergie
renouvelable et la biomasse, le procédé de fermentation alcoolique ainsi que les
microorganismes utilisés dans ce procédé. La seconde partie comprend le matériel et les
méthodes d’analyse uitilisés ainsi que les conduites pour la réalisation des fermentation
alcooliques. Une troisieme partie est consacrée aux traitements et discussions des résultats
obtenus afin de les valoriser sur le plan scientifique et pratique et en fin on cloture notre étude
par une conclusion générale et des préspectiveou nous souhaitons une suite de notre travail par
d’autres chercheurs et stagiaires avec d'autres variables pour atteindre un meilleur rendement et
en se basant sur les résultats que nous avons trouvé. Le bioéthanol que nous avons fabriqué
peut-étre destiner au domaine des biocarburants avec une optimisation du rendement a 100 %.
Aussi, il pourra servir comme alcool chirurgical a condition de réduire I’arriere odeur de la

levure qui pose probleme pour celui-ci.



SYNTHESE

BIBLIOGRAPHIQUE




l.1Introduction

L'éthanol n'est pas considéré comme un nouveau carburant, car il est considéré comme
une source majeure d'éclairage depuis 1850, et I'intérét pour son utilisation comme carburant a
augmenté dans les années 70 lorsque les pays exportateurs de pétrole ont réduit leurs
approvisionnements en essence(Bevill, 2008).

Il est devenu l'un des basiques du secteur de la santé en tant qu'alcool désinfectant médical. Avec
le développement continu de I'industrie et des transports, la demande augmente, et en pensant
que I'éthanol issu du pétrole n'est pas renouvelable du fait de la source de sa production, il fallait

penser au bioéthanol qui est issu de sources renouvelables.

¢

Dl

Figure 1:Structure moléculaire développée de I'¢thanolC;HsOH en 3D

A notre époque, le développement industriel a prouvé que méme les déchets organiques peuvent
étre utilisés pour obtenir le bio-alcool, en coopération avec des micro-organismes.

Les microorganismes est un terme de biologie qui désigne un type d'organisme vivant, non-visible a
I'ceil nu a cause de sa petite taille. 11 s'agit des bactéries, des levures et des virus... etc. (Bourgeois et
al., 1996).

Ce n'est qu’avec les travaux de pasteur dans les années 1866-1876 que le role des levures dans la
fermentation alcoolique a été mis en évidence (Eveau ,1993). et qui a donné naissance a la

fabrication de boissons alcoolisées et du pain.

1.2Bioéthanol
1.2.1 Généralités et classificationdes alcools

Les alcools renferment dans leur molécule le groupement fonctionnel hydroxyle OH.



Ils résultent donc théoriquement de la substitution de I’hydroxyle OH a un atome
d’hydrogéne d’un hydrocarbure. On peut décrire leur formule générale: R-OH (Lafrontet
al., 2001)

On distingue deux types d’alcool selon leur mode d’obtention :(Babanadjaret al., 2021).

- Les alcools d’origine biologique et agricole comme le bioéthanol qui sont obtenus par
fermentation des sucres, a 1’aide des microorganismes comme les levures et les

bactéries.

- Les alcools de synthese d’origine pétroliere ; qui sont obtenus par hydratation de
I’éthylene, pour obtenir de 1I’éthanol. Cet alcool, a la différence de 1’alcool biologique,

est 1ssu d’une ressource fossile.

Les alcools sont classés selon leur substitution (Lafront et al ., 2001)
a) Alcool primaire : le carbone qui porte le OH est substitué par un radical R1.
b) Alcools secondaires : le carbone qui porte le OH est substitué par deux radicaux Ri et Rz,

¢) Alcool tertiaire :le carbone qui porte le OH est substituée par trois radicaux R1, Rzet Rs,

O—H O—H O—H

I l I
R—C—H R.—C—H RT—C—R_,‘

I I I

H R, R,
Alcool primaire Alcool secondaire Alcool tertiaire

Figure 2:Classes des alcools

1.2.2Définition le bioéthanol

Le bioéthanol ou I’éthanol bio est considéré comme un biocarburant, produit
principalement a partir de la fermentation alcoolique de matiéres premieres agricoles:(Alio,
2020)

-la canne a sucre.



- la betterave a sucre.
- le mais.

-les déchetsagricoles.
-les déchetsforestiers.

-les fumiers de bétail .... Etc.

Apres la fermentation alcoolique, I’éthanol se trouve dans un mout contenant
principalement de I’eau et des composés provenant de la dégradation de la biomasse, des
substances ajoutées au cours du procédé mais €galement d’autres molécules produites par les

microorganismes simultanément a la production d’éthanol .

La concentration en éthanol dans la solution est de 1'ordre de 10%. Pour obtenir un alcool
biocarburant, il faut d’abord le concentrer et le purifier par distillation et rectification. Ensuite, il

faut le déshydrater pour éliminer toute trace d’eau (Diddrenet al., 2008).
1.2.3Les difféerentes générations du bioéthanol
1.2.3.1 Bioéthanol & partir de plantes sucriéres et amylacées de 1¢génération

L’¢éthanol peut étre produit directement a partir des jus libres de sucre de certaines
cultures, en convertissant le saccharose ou les monosaccharides, en particulier le glucose, en

éthanol par fermentation grace a des microorganismes (Alio, 2020)

Ces sucres sont soit directement présents dans la plante (canne a sucre, betterave sucriére

...), SOit obtenus aprés hydrolyse enzymatique de 1’amidon contenu dans les grains de blé ou de

mais (Lestariet al ., 2009).
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Figure 3: Fermentation des substrats sucrés(Ballerini, 2002).
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Figure 4:Fermentation des substrats amylacés (Ballerini, 2002).

1.3.1.2 bioéthanol & partir des ressources lignocellulosiques 2¢™ génération

La production de bioéthanol a partir de biomasse lignocellulosique est indirecte, elle

nécessite obligatoirement des prétraitements physiques, chimigques ou physicochimiques. ceux —

ci ont pour objectif de désolidariser la matrice lignocellulosique et de libérer la cellulose et

I’hémicellulose du complexe formé avec la lignine(Didderenet al ., 2010).
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1. L’expansion industrielle du bioéthanol de deuxieme génération a connu I’obstacle du a certains
problémes technologiques .il s’agit du cout élevé et du rendement moyen du bioéthanol en
raison de sa composition de lignine. D’autres problémes principaux liés a la production de
bioéthanol de deuxieme génération sont I’exigence de technologies et
d’installations(Bessaoudet al ., 2019) .

Les matériaux lignocellulosiques ont le potentiel d’étre utilisés comme matiére premicre
pour les biocarburants diesel avanceés (par conversion thermochimique) et pour la production

d’éthanol cellulosique (par conversion biochimique).

Peetoses 2
— == fermentation_——
biomasse -
lignoelullosique _@E

Cellulose +

éthano

distillation g
vinasses

Lgrme hydroyse
enzymatique
production
de celluloses

Figure 5: Fermentation des substrats lignocellulosiques(Ballerini ., 2002).

1.2.3.3 Le bioéthanol & partir des algues 3°™ génération

Les algues sont considérées comme la matiére premiére potentielle pour la production du
bioéthanol de 3*™génération, car la biomasse peut &tre convertie directement en énergie.

Généralement, I'utilisation de cette matiere premiére pour la production de bioéthanol dépend de

facteurs tels que la technologie et ’environnement marin. (Fatima,2019).

Les polysaccharides comme 1’amidon et la cellulose sont extraits de la biomasse d’algues,
en utilisant un cisaillement mécanique ou par hydrolyse enzymatique, aprés quoi ils sont utilisés
pour la production du bioéthanol. L hydrolyse enzymatique de la cellulose provenant des algues
est plus simple que celle de la biomasse végétale due a une présence négligeable ou nulle de

lignine dans les algues.



Le principal obstacle a la commercialisation des biocarburants d’algues est le cout des
procédés (Murry, 2006)

transestérification
. A
esters l'huile algales S
biodiasel Mélange
avgazole . T
S Oy huile des algue | B
i_: ~ hydrogénation ¢ &
‘\ hydrocarbures Mélange loe
au kéroséne
Cultures des algues
Microalgue R o e
e S voie biochimique
. fermencation
A
Sucres » Nams=
i éthanol

Mélange lim

Figure 6: Filiéres de production de biocarburants de 3™ génération

1.2.4 La différence entre le bioéthanol et I’éthanol

Les éthanols synthétiques proviennent de matériaux bruts fossiles, alors que les
bioéthanols proviennent de matériaux naturels renouvelables. Le bioéthanol et 1’éthanol
synthétiqgue sont chimiquement indifférenciables, ils ont la méme composition chimique
C2HsOH. La seule différence entre les deux est la composition isotopique des atomes de
carbone.. Une procédure courante pour 1’étude des matériaux fossiles est appliquée pour I’ASTM
D6866-05: il s’agit de la technique de la datation radiocarbone, connue pour ces utilisations en

archéologie et autres études sur les matériaux fossiles. La datation radiocarbone mesure.

L’ASTM D6866 est une technique de la datation radiocarbone, connue pour ces
utilisations en archéologie et autres études sur les matériaux fossiles et utilisee pour mesurer le
contenu d’un isotope naturellement présent — le carbone 14 — dans les échantillons étudiés, et le
compare au contenu dans les matériaux modernes. Selon cette technique, La biomasse comporte
du carbone 14 alors que les matériaux fossiles n’en contiennent plus. Il s’est entiérement

désintégré avec le temps. La mesure des concentrations en carbone 14 dans un échantillon

10



d’éthanol montrera s’il a été produit a partir de matériaux renouvelables ou fossiles(Murry,

2006)

1.2.5 Propriétés physico-chimiques de I’éthanol(Bégi et Gérin 2002 ; Saihia, 2014 ;Chniti,

2015 ).

Le tableau I résume les principales propriétés physico-chimiques de 1’éthanol

Tableaul:Propriétés physico-chimiques de 1’éthanol

Nom UICPA

Ethanol

Formule brute

C2HesO

Liquide incolore

Apparence Odeurcaractéristique
Masse moleculaire 46,0414 u
Température de fusion -114,1 °C
Températured’ébullition 78 °C

Masse volumique 0,79 g.cm™
Températured’auto-inflammation 363°C
Température du point d’éclair 16,6 °C

Pression de vapeur

59,3mmHg a 20 °C

Viscosité

1,20x 102 Pasa20 °C

Capacitécalorifique C, 111 J. Kt.mol™
Solubilité dans ’eau Miscible
Indice de réfraction 1,359
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1.2.6 Techniques de production de I’éthanol

1.2.6.1 Alcool synthétique

L'éthanol est fabriqué en faisant réagir de I'éthyléne avec de la vapeur d’eau. La réaction
est réversible et la formation de I'éthanol est exothermique. Seuls 5 % de I'éthylene sont convertis
en éthanol, & chaque passage dans le réacteur. En éliminant I'éthanol du mélange a I'équilibre et
en recyclant I'éthylene, il est possible d'atteindre une conversion globale de 95 %. Il existe
cependant une autre voie moins utilisée pour produire de 1’éthanol synthétique, a savoir
I’hydrogénation ou réduction de I’acide acétique (Alio, 2020)

La réaction chimique (1) mise en jeu est la suivante :

CHa=CHzg) + HaOjy e —— CH3CH20H g AH = - 45kJ maol-! Q)

-_—

Procédé d'hydratation de I'éthylene pour produire de
I'éthanol synthétique
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Figure 7:Procédé de synthése de I’éthanol a partir de I’éthyléne(Lestariet
al., 2009).
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1.2.6.2 Alcool produit par fermentation ou bioéthanol

Les matiéres premiéres utilisées dans la fabrication d'éthanol par fermentation sont
généralement classées en trois principaux types :

- Les sucres comme par exemple la canne a sucre, betteraves a sucre, mélasse et fruits et qui
peuvent étre convertis en I'éthanol directement (Chniti,2015).

- Amidons : de mais, de pommes de terre et racines qui doivent d'abord étre hydrolysées en
sucres fermentescibles par l'action des enzymes du malt ou des moisissures.

- Matieres cellulosiques (Amidons Cellulosiques) : a partir de bois, résidus agricoles, déchets de
pate et les papeteries qui doivent également étre transformées en sucres, généralement par
l'action d'acides minéraux. Une fois que les sucres simples se forment, les enzymes des
microorganismes peuvent facilement les fermenter en éthanol (Cameronetal.,2012). et en gaz
carbonique avec dégagement de la chaleur.

Cette étape de la fermentation ce fait grace a une grande variété de microorganismes et qui

produit de I’éthanol a partir de polysaccharides.

Cependantpeusontréellementcompétitifsentermede :

- Rendement d’éthanol par rapport au substrat CONSOmme.

- Capacitefermentaire.
- Tolérance a I’éthanolélevée.
- L’adaptation aux conditions de fermentation.

1.2.7 Extraction du bioéthanol

C’est D'opération classique de récupération de 1’alcool éthylique résultant de la
fermentation ; elle s’opeére dans des colonnes a distillation. Ainsi le modt alcoolisé est réchauffé a
75 °C puis éjecté dans la partie supérieure d’une colonne de distillation qui comporte des
plateaux superposés. Le modt alcoolisé tombe sur le premier plateau et descend de plateau en
plateau, pour aboutir a la base de la colonne, inversement de la vapeur est injectée sous pression
a la base de la colonne et progresse vers le haut en traversant successivement tous les plateaux.
Elle entre ainsi en contact direct avec le liquide. Le mofit s’épuise petit a petit de son alcool en

descendant de plateau en plateau. Arrivé au bas de la colonne, ce liquide épuisé appelé vinasse
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est éliminé. La vapeur s’enrichit au contraire en alcool & mesure qu’elle gagne le sommet de la

colonne. Lorsqu’elle sorte par le haut, elle se refroidit dans un condenseur et passe a 1’état

liquide(Acourene,2013).

1.2.8 Purification du bioéthanol

La production de I’alcool rectifi¢ a 96% a partir des mofits de toutes origines se fait par la
purification du mott alcoolisé, sur la colonne d’épuration ensuite par la distillation et la
rectification du modt épuré. Pour ce qui est la mélasse, la colonne de distillation fonctionne sous
vide pour éviter les encrassements. Cette opération peut étre complétée par une colonne

d’affinage afin d’éliminer les produits 1égers (Acourene,2013).

I.2.9Utilisations de bioéthanol

Le bioéthanol est présent dans plusieurs secteurs et applications industrielles, on peut citer:
-Produitspharmaceutiques.

- Détergents et produits de nettoyage

- Peinture et revétement.

- Encred’imprimerie.

- Lavage d’écran et dégivreur pour I’'industrie automobile ...

- Biocarburant comme le E85 = 85 % éthanol + 15% essence.

14



1.2.10 Avantages et inconvénients du bioéthanol (Riess,2012)

Les avantages et inconveigants du bioéthanol sont regroupés dans la tableaull suivant :

Tableaull: Avantages et inconvénients de bioethanol

Avantages

Inconvénients

Diminution de la dépendance au pays
producteurs de pétrole

L'éthanol contient une proportion d'eau qui provoque la
corrosion

Diminution des émissions de dioxyde de
carbone et meilleur rendement énergétique des
moteurs a explosion

Les véhicules utilisant I'E85 produisent des émissions plus
élevées d'oxyde d'azote, d'éthyléne et d'acétaldéhyde que
les véhicules a essence

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

Emission d'acide acétique en cas de réaction entre le
catalyseur et le carburant résiduel a I'échappement

Stimulation du milieu rural

Concurrence entre alimentation et énergie
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I.3La biomasse

La biomasse est organique, ce qui signifie qu'elle est constituée de matériaux provenant
d'organismes vivants, tels que les plantes et les animaux. Les matériaux de biomasse les plus
couramment utilises pour I'énergie sont les plantes, le bois et les déchets. C'est ce qu'on appelle

les matiéres premiéres de la biomasse.

La biomasse contient de I'énergie d'abord dérivée du soleil : les plantes absorbent
I'énergie du soleil par la photosynthése et convertissent le dioxyde de carbone et I'eau en
nutriments (glucides). L'énergie de ces organismes peut étre transformée en énergie utilisable par
des moyens directs et indirects. La biomasse peut étre brilée pour créer de la chaleur (directe),

convertie en électricité (directe) ou transformée en biocarburant (indirecte).

La biomasse comme les déchets des usines de papier ou de bois peut étre brilée par
conversion thermique et utilisee pour I'énergie. La conversion thermique consiste a chauffer la
matiére premiere de la biomasse afin de la braler, la déshydrater ou la stabiliser. Différents types
d'énergie sont créés par la cuisson directe, la co-combustion, la pyrolyse, la gazéification et la
décomposition anaerobie. Avant que la biomasse puisse étre brilée, cependant, elle doit étre
séchée. Ce processus chimique s'appelle la torréfaction. Pendant la torréfaction, la biomasse est
chauffée a environ 200° a 320°C. La biomasse se desseche et perd environ 20 % de sa masse
d'origine, mais conserve 90 % de son énergie. Ensuite la biomasse devient un matériau sec et
noirci et compressé en briguettes. La plupart de ces briquettes sont brilées directement. La
vapeur produite pendant le processus de cuisson alimente une turbine, qui fait tourner un
générateur et produit de I'électricité. Cette électricité peut étre utilisée pour la fabrication ou pour

chauffer des batiments.

La pyrolyse est une méthode connexe du chauffage de la biomasse. Pendant la pyrolyse,
la biomasse est chauffée entre 200° a 300° C sans la présence d'oxygéne. Cela I'empéche de
brhler et provoque une altération chimique de la biomasse. Le gaz de synthese produit par la
pyrolyse peut étre converti en carburant (comme le gaz naturel synthétique). 1l peut également

étre converti en méthane et utilisé en remplacement du gaz naturel.
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La biomasse peut également étre directement convertie en énergie par gazéification. Au
cours du processus de gazéification, la biomasse est chauffée a plus de 700 ° C avec une quantité
controlée d'oxygeéne. Les molécules se décomposent et produisent du gaz de synthése et des
scories. Ce dernier peut étre br(lé pour produire de la chaleur ou de I'électricité, ou étre
transformé en biocarburants ou produits chimiques et engrais pour le transport. Des usines de
gazéification industrielle sont construites partout dans le monde. L'Asie et [I'Australie

construisent et exploitent le plus d'usines de ce genre.

La décomposition anaérobie (ou pauvre en oxygeéne) est le processus par lequel les
microorganismes, généralement des bactéries, décomposent la matiére en l'absence d'oxygéne.
La décomposition anaérobie est un processus important dans les décharges, ou la biomasse est
broyée et comprimée, créant un environnement anaérobie. Ici la biomasse se decompose et
produit du méthane, qui est une source dénergie précieuse. Ce méthane peut remplacer les
combustibles fossiles.

La biomasse est la seule source dénergie renouvelable pouvant étre convertie en
biocarburants liquides tels que I'éthanol et le biodiesel. Le biocarburant est utilisé pour alimenter
les véhicules et les usines de gazéification dans des pays comme la Suéde, I'Autriche et les Etats-

Unis.

L'éthanol est fabriqué en fermentant une biomasse riche en glucides, comme la canne a
sucre, le blé ou le mais. Le biodiesel est fabriqué a partir de la combinaison d'éthanol avec de la

graisse animale, de la graisse de cuisson recyclée ou de I'huile végeétale.

Les biocarburants ne fonctionnent pas aussi efficacement que I'essence. Cependant, ils
peuvent étre mélangés a de I'essence pour alimenter efficacement les véhicules et les machines,

et ne liberent pas les émissions associées aux combustibles fossiles.

L'éthanol nécessite des surfaces énormes de terres agricoles pour faire pousser des
cultures biologiques (généralement du mais). Mais cette superficie est alors indisponible pour les
cultures a des fins alimentaires ou autres. Cultiver suffisamment de mais pour produire de
I'éthanol crée également une pression sur I'environnement en raison du manque de variation dans

les plantations et de l'utilisation élevée de pesticides.
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L'éthanol est devenu un substituant populaire au bois dans les foyers résidentiels.

Lorsqu'il est bralé, il dégage de la chaleur sous forme de flammes et de vapeur d'eau au lieu de
fumée.

Les différentes ressources de biomasse utilisées pour la fabrication d’éthanol sont
regroupées sur la figure 8(Akrimi etal , 2020)

Biomasse
il
dégim De"checs Matieres lhtieres‘ Biomasse
huiles usagées methanisables  sucrées amylacées

lignocellulosique

| éxmaction

hydrolyse Pré-traitment

Hydrolyse Gazefication

| Estérification

) Digestion
 purification
| Biodiesel ;

T .

N
Biocarburants

FT-Diesel-DME
Biométhanol

Figure 8:Ressources de biomasse utilisées pour la fabrication d’éthanol.
1.3.1Le rendement en bioéthanol de quelques biomasses

Le tableau suivant regroupe les principales matiéres utilisées pour la fabrication du
bioéthanol avec leurs rendements de fabrication.
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Tableau I11:Principales matieres premieres utilisées pourla fabrication du bioéthanol

Matiere premiere Rendement en bioéthanol (litre /tonne) Référence

Canne a sucre 83

Orge 320 (Ballerini 2006)
Betterave a sucre 100 (Teagasc research centre
BIé 350 .2002).

Paille 183

Pomme de terre 120

La mélasse 300 (Le, P. T2013).
Herbe 150

Ceci montre que le bioéthanol peut étre produit a partir de n"importe quelle biomasse contenant

des quantités significatives d’amidon ou de sucres.

1.3.2La mélasse

La mélasse issue de la canne de sucre est I'effluent final obtenu apreés la cristallisation du
sucre. C’est une solution tres visqueuse (figure 9). Elle contient du saccharose, ainsi que du
glucose, du fructose, de l'eau et des minéraux. La mélasse produite atteint 3 a 5% de la
production totale de sucre. La quantité de mélasse obtenue dépend de la nature de la canne

(Conditions locales de croissance et effets de la météo) (Christon et Dividich ., 1978).

Figure 9: Solution de mélasse (photo originale )

La composition de mélasse dépend des processus de transformation a l'usine de sucre,

telles que :

19



* L’efficacité de la clarification des jus.
» La méthode de cristallisation pendant I'¢bullition.
» La séparation des cristaux de sucre.

La mélasse de canne est trés acide et a une odeur fruitée aromatique ou de caramel. Ce n'est
pas une solution homogene liquide et contient toujours des composés suspendus en quantités
variables (Christon et Dividich, 1978).

Une partie de la mélasse est transformée, par fermentation et distillation, en alcool ; une
autre sert de substrat pour la culture de levures. Aussi, son utilisation extensive dans

I’alimentation animale est présente (Besson et Gallezot, 2003)
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Figure 10: Procedé de transformation de la canne a sucre en bioéthanol (Dufour, 2017)

1.3.3 Principaux composes de la mélasse(Christon et Dividich,1978).
La mélasse est un coquetel de matiéres minérales et organiques dont on cite :
- L ‘eau:

La mélasse produite contient 12-17% d’eau, mais en industrie elle est diluée pour assurer un

pompage facile lors de son transport et également nécessaire pour la production d’éthanol
- Composésorganiquessucreés:

Les valeurs des sucres dans la mélasse de canne varient dans de larges gammes selon
I’origine des produits. Le saccharose est un des principaux composés sucrés dans la mélasse.

D’autres composés organiques tel que le glucose et le fructose sont formés par dégradation
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thermique du saccharose durant la production du sucre. La teneur en saccharose est comprise
entre 25% et 40%, la teneur en sucres réduits est comprise entre 12% et 30%, dont celle de
glucose est de 14% et celle de fructose est de 16%. Ainsi, la teneurensucrestotauxestsupérieure a
50%.

- Composésorganiquesazotés:
Les composés organiques azotés sont des composants non sucrés et contenant de I'azote.

Ils représentent environ 8% ou plus dans la mélasse, et correspondent essentiellement a des
acides aminés (acide aspartique principalement) et la faible partie restante étant 1’azote de

protéines, d’ammoniaque et des nitrates.
- Autrescomposésorganiques:

On trouve également des acides carboxyliques tels que 1’acide oxalique, I’acide lactique, 1’acide
saccharique et des acides humiques. Ils sont formés au cours de la purification du jus de canne et

sont analysés en trés faible quantité dans la melasse
- Composésinorganiques:

Les composés inorganiques contenus dans la mélasse proviennent du sol lors du développement
des cannes. Suivant le sol ou le processus de production du sucre, la quantité de cendres varie
Iégerement

1.3.4 Valeur nutritionnelle de la mélasse

Le tableau IVregroupe la valeur nutitionnelle de 100g de la mélasse.
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TableaulV:Valeur nutitionnelle de 100g de la mélasse(Rakotary ,2018)

Apporténergétique Minéraux et oligo-éléments
Calories 290kcal Calcium 205mg
Joules 1213kJ Fer 4.72mg
Principauxcomposants Magnésium 242mg
Sucre totaux 74.73¢ Phosphore 31mg
Amidon 0.01g Potassium 1464mg
Fibresalimentaires Og Sodium 37mg
Protéines Og Vitamines

Lipide Og Vitamines B3(ou PP) 0.930mg
Eau 21.87g Vitamines B6 0.670mg

I.3.5Utilisations de la mélasse

La mélasse est utilisée dans le domaine de la production :

* D’alcool.

* De levure.

* Des aromes.

* De I’aliment de bétail.

» Des produitspharmaceutiques.
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l.4Les micro-organismes utilisés dans la production d’éthanol (la fermentation alcoolique)

Les levures (Saccharomyces cerevisiae, saccharomyces uvarum, schizo
saccharomycespompe,kluveromycessp) et les bactéries, comme zymomonasmobilis, sont les plus
utilisées (Tirichine,2017).

les mieux adaptés a la fermentation alcoolique a partir de sucres fermentescibles sont les levures

du genre Saccharomyces et Kluyveromyces (Cameron, 2012)
1.4.1Levure

1.4.1.1 Morphologie

1. Les levures sont de formes variables, sphérique a cylindrique, allongées, apicules, dont la taille
ne dépasse guére 6 a 8 milliémes de millimétre avec présence de 1 a 4 d’ascospores par asque a
paroi lisse. Lorsqu’on observe une levure au microscope €lectronique, on distingue, une paroi
cellulaire, une membrane cytoplasmique, un cytoplasme, un noyau, des vacuoles,

desribosomeset des mitochondries (Acourene,2013).

enveloppe
nucléaire

membrane plasmique

Figure 11:Schéma structural d’une cellule de levure (Prescot etal . , 2010).
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1.4.1.2 Reproduction

La plupart des 1 500 especes de levures connues, telles que celles impliquées dans la
fabrication de pains et de vins, se reproduisent principalement de maniére asexuée par
bourgeonnement. La reproduction sexuée est connue, mais elle est rare. Cependant, les especes
de levures infectieuses les plus nocives étaient considérées comme exclusivement asexuées
jusqu'a présent.

Les levures se reproduisent selon deux modes : sexué et asexué.

a) La reproduction en mode asexué

Il existe de nombreux types de production asexués. La division cellulaire mitotique, le
bourgeonnement, les boutures de plantes et la régénération animale sont autant de types de
reproduction asexuee. Les levures sont de petits champignons unicellulaires qui sont utilisées
dans le pain, fromage bleu et antibiotiques. La plupart des levures ne peuvent vivre qu'en
mangeant des sucres et des amidons. Leurs sous-produits métaboliques sont le dioxyde de
carbone et I'alcool.
Les levures se reproduisent généralement de maniére asexuée par une méthode appelée
bourgeonnement. Un petit bouton ou bourgeon se forme sur la cellule mére, se développe et se
sépare finalement pour devenir une nouvelle cellule de levure. Cette nouvelle cellule est
génétiqguement identique a la cellule de départ. Ce mode est une caractéristique de la levure de

type Saccharomyces et Debaryomyces(Fakruddinet al, 2013)

cellule r
fille

division
noyau Rk
nucleaire J
. ) )‘
v - ,
= -
' cellule - J
vacuole % mére g
Formation de Division ONish
bourgeon cytoplasmique vision

Figure 12 : Reproduction asexuée d’une levure (Fakkruddinet al, 2013)
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c) La reproduction en mode sexué

Dans des conditions défavorables, la multiplication est sexuée. Une cellule de levure
diploides porule donnant quatre spores ou ascospores contenues dans un sac appelé
«asque»(Figure 14). Aprés éclatement de ce dernier, les ascospores peuvent se diviser pour
donner des cellules haploides, puis par fusion de deux cellules on obtient un zygote qui est
diploide.(Marson, 2015).

2. La spore diploide est une forme de résistance soit aux conditions extrémes, soit comme moyen

de protection du génome contre I’accumulation de mutation (Prescotetal.,2010).
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Figure 13 : Reproduction sexuée d’une levure (Guinet et al ., 1994).

1.4.1.3 Métabolisme

La levure commence comme par une premiére étape appelée glycolyse, qui donne
formation de pyruvate par dégradation des glucides. La présence ou I’absence d’oxygeéne

déterminera 1’étape suivante. En présence d’oxygene (aérobie) le procédé est appelé respiration.
Par contre en absence d’oxygéne, il s’agit d’une fermentation (anaérobie).
* Respiration

Cette voie métabolique aérobie est trés énergétique et qui permet aux cellules de subir une
multiplication rapide avec un rendement cellulaire élevé (le rendement étant défini par le

quotient de la quantité de cellules fabriquées par le substrat sucrés consommeg)

Le bilan de la respiration cellulaires est de 38 molécules d’ATP (Adénosine Tri-phosphate)
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CsH1,06 +602 ———» 6H,0+38 ATP +6CO2(2)

 Fermentation

En absence d’oxygene, certaines levures peuvent privilégier une dégradation des glucides par un
métabolisme fermentatif moins énergétique qui conduit de maniere lente a la formation d’éthanol

et de CO; suivant 1’équation (3)
CeéH1206 ——— 2CO2+ 2C2HsOH +2 ATP  (3)

Le bilan de la fermentation cellulaire ici est uniquement de 2 molécules d'ATP.

L’alcool formé renferme encore beaucoup d’énergie. Il n’y a donc qu’une partie de
I’énergie biochimique potentiellement présente dans le glucose qui a été libérée. Ainsi, on note
un rapport d’ATP d’environ 19 fois moins que pour la respiration (Clement ,2017)

La glycolyse fait intervenir 30 & 65 % des protéines cellulaires, que constituent les
enzymes. Le glucose est un sucre a 6 atomes de carbone pénétre dans la cellule ou il subit des
phosphorylations consommatrices d'énergie avant d'étre scindé en 2 molécules et a 3 atomes de
carbone.

Ces dernieres entreront chacune dans une série de réactions aboutissant au pyruvate, qui

en anaérobie est transformé en acétaldehyde puis en éthanol et sera ensuite excrété par la cellule

(Clément ,2017)
’
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Figure 14 :schéma de la glycolyse

1.4.1.4 Les besoins nutritionnels de la levure

Le milieu de culture doit apporter tous les éléments nécessaires a la croissance, et aux
besoins énergétiques de la levure. Ce dernier est composé principalement d’eau et des éléments
suivants : carbone, hydrogene, oxygene, azote ; le milieu doit donc fournir ces éléments pour
permettre la croissance.

Les principaux besoins des levures sont les suivants :
- Une source de carbone
Le carbone représente environ 50% du poids sec de la levure.
Les glucides simples (monosaccharides, disaccharides et tri saccharides) sont fermentescibles

par les levures(Aboloissikalakodioet al., 2013).

- De I’oxygéne (ou des lipides en anaérobie)
Nécessaire a la synthese de stérols, En anaérobie stricte, le milieu doit étre complémenté avec des
stérols et des acides gras insaturés, qui entrent dans la composition de la membrane et ne peuvent

étre synthétisés par la levure qu’en présence d’une source d’atome d’oxygéne (Celton, 2011).

- Une source d’azote

Les levures contiennent 10% environ d’azote, entrant dans la composition des acides aminés, des
acides nucléiques et de certaines vitamines, mais ce n’est pas suffisant, c’est pourquoi Il doit étre
apporté par le milieu de culture sous la forme de sels d’ammonium ou d’urée (Aboloissikalakodio,
2013).

. L’ajout d’une source d’azote doit se faire a un dosage optimal, car, en cas de carence, il peut y
avoir une multiplication insuffisante des levures pour achever la FA, une production de protéines

membranaires insuffisante pour une intégration correcte des sucres dans la levure (Celton, 2011).

, et en cas d’exces, il peut y avoir plus de carbamate d’éthyle (cancérigene pour 'Homme),

production d’acidité volatile (Bottonetal ., 1985).
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- Des vitamines

Ce sont des régulateurs et des cofacteurs importants des voies métaboliques. Elles agissent
généralement comme coenzymes ou précurseurs d’enzymes.

Saccharomyces cerevisiae est auxotrophe pour les vitamines suivantes qui seront ajoutées au
milieu de culture : acide pantothénique, acide nicotinique, pyridoxine, myo-inositol, thiamine et,
Des oligo-éléments ions inorganiques) Les oligo-éléments sont nécessaires a une croissance et
une fermentation optimale. 11 est possible de distinguer les macroéléments : K*, Mg?*, Ca%*, Zn?*
Fe?*, Fe®", Mn?* dont la concentration nécessaire varie entre 0,1 et 1 mM et les micro éléments :

Co?*,B?*, Cd?*, Cr*, Cu?*, I, Mo?*, Ni* pour lesquels une concentration de 0,1 & 100 uM est

suffisante (Aguileraet al., 2006).

1.4.2 Saccharomyces cerevisiae
La levure Saccharomyces cerevisiaeoccupeune place privilégiée dans les activités

industrielles comme agent de fermentation, et pour 1’élaboration de produits dérivés. De nos
jours, cette levure est également largement utilisée comme usine cellulaire pour la production de
molécules d’intérét industriel.

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

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

Figure 15 :La levure Saccharomyces cerevisiae : vue sous

microscope électronique.(Prescot et al., 2010)
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1.4.2.1 Classification de la souche Saccharomyces cerevisiae
Selon la classification mondiale des microorganismes la levure de boulangerie

Saccharomyces cerevisiae appartient aux classes suivantes (Prescot et al.,2010).
«  Régne: champignons.

*  Embranchement: fungi.
*  Sous embranchement:Eumycétes.

» Classe: Ascomycetes.

«  Sous Classe: Hémi-ascomycetes.

«  Espéce: Saccharomyces cerevisiae.
*  Ordre: Endomycétales.

«  Famille: saccharomycetaceae.

»  Sous famille: saccharomycetoideae.
»  Genre: Saccharomyces.

1.4.2.2Influence des paramétres environnementaux sur le métabolisme de la
Saccharomyces cerevisiae

Plusieurs paramétres influent le métabolisme de la levure saccharomyces cerevisiae

* Influence du pH (Ouédraogo et al ., 2012).

La levure Saccharomyces cerevisiae présente I’avantage de croitre sur un milieu acide, pour

lequel la plupart des bactéries ne se développent pas. Elle préféere un pH compris entre 4,5 et 5

Influence de la température (Ouédraogoetal ., 2012).

La température convenable pour la levure Saccharomyces cerevisiae se situe entre 25°C
et 35°C. 1l s’agit d’organismes mésophiles. L’augmentation de la température accroit la vitesse
de la production de certains métabolites comme 1’éthanol
Mais, elle augmente la sensibilité et I’effet néfaste des stress tels que les chocs osmotiques qui
Provoquent une diminution de la viabilité et de I’activité cellulaire

* Influence de I’éthanol

L’éthanol représente la principale cause de stress et devient toxique a des concentrations

allant de 8 a 18% (m/v) pendant la culture et ceci selon I’état physiologique de I’organisme. Une

fois la concentration de 1’éthanol augmente dans le milieu de culture, on assiste a une diminution
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de la vitesse de la croissance, de la viabilité cellulaire, de 1’activité métabolique et de la capacité

de production de la levure (Aguileraet al., 2006)
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CHAPITRE II
MATERIELS ET

METHODES



I1.1 Lieu de stage et objectif

Notre travail a été réalisée au niveau du 1’aboratoire de biologie et de chimie d’université

M’hamedBougra de Boumerdes.

Les objectifs de ce travail sont résumés dans les points suivants :

1. La production de bioéthanol a partir de déchet industriel : la mélasse.

2. Déduire la concentration optimale de la levure qui donne le maximum de
rendement d’éthanol.

3. Détermination de I’effet des additifs (urée et NPK) sur le rendement de la
fermentation.

4. Détermination de la possibilité de remplacer I'urée et NPK par de I'eau du robinet

comme solution pour réduire le codt.

1.2 Matériels et réactifs utilisés

a) Matériel analytique

Agitateurmagnétique.
Etuve.
Refractometre.
PH-métre.
Centrifugeuse.
Alcoomeétre.

TDS.

Installation de la distillation.
Turbidimétre.
Thermométre.
Balance.

Microscope optique.
Cellule de toma.

b) Verreries et petit matériel

Tube a essai.
Eprouvette.
Entonnoir.
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* Fioles.

» Seringuesstériles.
* Pissette.

» Bécher.

* Pipette pasteur.

* Lame et lamelle.

c)Réactifs de qualité

* HySO4 1M

« NaOH 1M

« HCI1M

* Charbonactif
» Uree

* NPK

d)Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé est la levure de souche saccharomyces cerevisiae

Elle est conserve dans un endroit frais et sec.

Figure 16:La levure saccharomyces cerevisiae
(Photooriginale)
e) Matiéere végétale
La mélasse est un des résidus de sucre apres les traitements de la canne a sucre de 1’usine du

groupe cevital de Bejaia.
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11.3 Analyses physico-chimiques de la mélasse

a) Taux de brix

«Soit avec la solution pure de mélasse
1. Verser une goutte de la solution a I’intérieur du réfractometre

2. Lecture de la valeurobtenue

*Soit avec dilution de 10 fois de la mélasse avec ’eau distillée
3. Verser une goutte de la solution a I’intérieur du réfractomeétre
4. Lecture de la valeurobtenue

La mesure de Brix se fait par la relation suivante :

Taux de brix % = lecture x facteur de dilution

b) pH
A T’aide d’un pH-métre

c)Matiéreséche
Nous avons séché une quantité de la méllasse dans 1’étuve pendant 24 heures a température
105°C. La matiére séche est déduite par la relation suivante :

Matiére séche = masse initiale de la matiére avant séchage -masse de la matiere apres séchage

I1.4 Procédés globaux de la production d’éthanol

La production industrielle de 1’éthanol a partir de la mélasse se fait par des procédés et
des traitements standards, les étapes de fabrication de I’éthanol sontrésumées dans la figure

suivante :
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Figure 17 :Pyramide présentant les différentes étapes de production de 1’éthanol(original)

I1.5 Les étapes de synthese de bioéthanol

11.5.1 Préparation des bioréacteurs

Pour I’étape de fermentation, nous avons adopté des bouteilles de 2,51 comme bioréacteur

La figure 18 montre ces bioréacteurs dans 1’étuve. Une stérilisation de 1’étuve et des bouteilles

était nécessaire pour éviter tous microorganismes nuisibles.

Figure 18 : Les bioréacteurs utilisés dans 1’étuve (photo originale)
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11.5.2 Traitement des déchets

La mélasse d’origine est un liquide trés visqueux, d’ou la nécessité de la diluer avec de
I’eau distillée avec une dilution de 20 %. Dans notre cas nous avons pris 300 g de mélasse dans

un volume total de 1500 ml.

I1.5.3 Traitement de I’eau potable (Jeroen ,2016).

L’¢limination de I’eau de javel de I’eau du robinet est réalisée par un traitement de cette
eau au charbon actif. L’activation du charbon actif utilisé est réalisée au laboratoire par

[’utilisation d’une solution de HC1 0.1N

Figurel9: La dé-javellisation de I’eau du robinet par

le charbon actif (photo originale )

11.6 Préparation des milieux réactionnels

11.6.1 Premiére expérience

Dans cette premiere expérience nous avons fait varier la quantité de levure comme parameétre de
comparaison. Les trois concentrations de levure choisies sont 1.2, 2 et 2.8(g/l). Le volume de la
solution de fermentation est fixé a 1,5 L de molt. Le tableau V regroupe les conditions

opératoires des trois solutions.
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Tableau V : Différentes conditions des milieux fermentaires (premiére expérience)

Milieu 1 Milieu2 Milieu3
Levure (g/l) 1.2 2 2.8
Mélasse (%) 20 %
pH 4.8
Température (°C) 32°C

75% eau distillée + 25 % eau du robinet déjavelliséeriche en sel

Eau de dilution L
minéraux

Volume total 15L

11.6.1.1 Culture directe a partir de la levure lyophilisée

Une quantité de levure est mise progressivement dans des bouteilles de 2,5 L contenant
1,5 L de milieu de fermentation. Le Taux de sels minéraux dissous dans 1’eau potable utilisée est
égale a424 uSet (mesuré avec un TDS ) I’ajustement du pH est réalisé avec des solutions de H>SO4

et NaOH(Oucif , 2017).

Figure 20 : Ajustement du pH par des solutions et mesure par pH-metre (photo originale)
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11.6.1.2 Incubation dans I’étuve

Une incubation a température fixe de 32°C sans agitation pendant 48 & 72 h est assurée
dans une étuve. La fin de cette étape de fermentation est indiquée par la stabilisation du taux de

brix.

On remplit jusqu’a 2/3 de volume totals des bioréacteurs pour laisser un peu 1’espace pour le

dégagement du COzlors de la fermentation.

Au cours de la fermentation et a ’aide d’une seringue stérile on préleve Sml de chaque solution

chaque 2 heures pour suivre mesurer le pH et le taux dubrix de chaque milieu.

11.6.1.3 La centrifugation

Aprés avoir atteint la stabilité du taux de brix et qui annonce la fin de cette opération de
fermentation, on ouvre les bioréacteurs et on transvase la solution dans des flacons de 45ml

spéciaux pour la centrifugation. La vitesse de centrifugation estfixée 2500 rpm pendant 10min.

Figure2l: Tube spécial utilisé dans la centrifugeuse (photo originale )

11.6.1.4 La distillation

La distillation est une méthode de séparation basée sur la volatilit¢ des molécules d’un
mélange. La séparation est physique par vaporisation. Le moins volatile s’évapore en premier et

se sépare du mélange.
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Figure 22: Montage de distillation de laboratoire utilisé (photo originale)

Dans cette étape du travail, un contrdle de la température est nécessaire par un
thermométre.

L’ébullition de 1’éthanol est observée aux environs de 78°C. Le ballon de distillation est remplia
2/3 de son volume total pour éviter son éclatement. L’arrét de cette opération est effectué quand
le volume initial du ballon est réduit de moiti¢. La densité de 1’é¢thanol est mesurée par un
alcoometre. Le milieu qui nous donne le meilleur taux d’alcool va servir comme base pour le

milieu réactionnel de la deuxieme expérience Boukhatem etal.(2019)

11.6.2 Deuxieme expeérience

Dans cette deuxiéme expérience nous avons fixé la concentration de la levure a 2 g/l. Ce
choix repose sur les meilleurs résultats obtenus avec cette concentration. L’ajout d’un additif
nutritionnel ou fertilisant dans le milieu de fermentation a été examiné dans cette deuxiéme

expérience.
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TableauVI:Différentes conditions des milieux fermentaires (expérience 2)

Milieu 1 (NPK) Milieu 2 (Urée)

Levure (g/l) 2 2
Additifnutritionnel (%) 0.25 0.25
Mélasse (%) 20

oH 48
Température 32°C

Eau eaudistillée pure
Volume total 15L

Dans cette deuxiéme expérience, nous avons réalisé les mémes étapes d’incubation, de
centrifugation et de distillation sauf qu’ici nous avons poursuivi la distillation ou nous avons

réalisés 4 distillations successives afin d’augmenter le taux d’alcool.

Figure 23 : Additifs nutritionnels (ou fertilisants) utilisées. (Photooriginale)
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11.7 Comptage cellulaire

Le comptage ou numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules
contenues dans un volume précis d'un milieu liquide. Il permet 1’évaluation de la proliférationdes
microorganismes. On exprime le résultat d'un comptage en concentration cellulaire. On utilise
pour ce comptage des cellules appelées cellules de Malassez et de Thoma qui sont des lames de
verre présentant un quadrillage permettant le comptage de cellules vivantes en suspension dans

une solution a forte densité cellulaire. Coulibaly, W. H. (2016)

Cette opération est faite sur le deuxieme échantillon de la premiére expérience (2 g/l de

levure) et les deux échantillons de la deuxiéme expérience.

* Manipulations préalables

- Diluer la suspension cellulaire a analyser dans un dilueur adapté (sérum physiologique
etc...). Attention cependant a ne pas oublier de multiplier le résultat final du comptage
par le facteur de dilution choisi. La dilution idéalepermetd’obtenir 10 cellules par
rectangles.

- Poser la cellule sur une surface plane.

- Placer la lamelle de la cellule sur la lame de verre sur la zone contenant le quadrillage, la
coller en humidifiant les 2 bords de celle-ci, ou la maintenir en place. Remettreen
suspension les cellules a compter.

- Gréace a une pipette Pasteur ou une micropipette, déposer une goutte entre la lamelle et la
cellule. La capillarité permettra 1’entrée du liquide dans I’espace entre la cellule et la
lamelle. Remplirl’espace entre les rigoles.

- Attendre que les cellules sédimentent pendant 5 minutes avant de réaliser le comptage.

« Comptagecellulaire

- Observation au microscope optique sous I’objectif 40 et comptage des cellules présentes
dans les rectangles quadrillés verticalement et horizontalement. Chaque rectangle

correspond a un volume de 0,01 mm?.
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Figure 24: A : Microscope optique B : cellule de Thoma (photo originale )

» Calcul du nombre de cellules par ml ou concentration cellulaire Schved, J. F etal.(1999)

Nxd=n/V

Nb cellules/ ml = Nb moyen de cellules viables X facteur de dilution / Volume des
chambres(10*ml)

N : nombre d’éléments par ml ; d : coefficient de dilution ;n : nombre d’éléments comptés ;

V : volume de comptage correspondant au nombre de rectangles comptés.
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CHAPITRE 111

RESULTATS ET

DISCUSSIONS



I11.1 Introduction

L’objectif principal de ce travail est la production de bioéthanol a partir de maticre
végétale mélasse par la méthode de fermentation, basée sur le phénomene de métabolisme des

sucres en présence des levures.

Sur la base de ce qui a été présenté précédemment dans ce domaine, nous avons mené deux
expériences, la premiéere pour choisir la meilleure concentration de levure qui donne le plus de
rendement de fermentation et la seconde d’examiner l'idée de remplacer l'urée par de I'eau du

robinet riche en sels minéraux afin de pouvoir réduire le colt de la production du bioéthanol

I11.2 Analyses physico-chimiques de la mélasse

L’analyse physico-chimique de la mélasse issue du groupe Cevital de Bejaia a donné les

caractéristiques regroupees sur le tableau suivant : Boucherba etal .(2021)

Tableau VII :Caractéristiquesphysico-chimiques de la mélasse du groupeCevital

Caractéristique Valeur
Taux de brix 73 %
pH 4.4
Matiére séche 65 %

Aprés avoirmesuré le Brix et l'acidité, nous avonsobtenu un résultatde 73 % et 4.4 dans l'ordre
et concernant la quantité de la matiereseches dans notremélasseest 57 %

111.3 Evolution du pH

La figure 25 et la figure 26 représentent 1’évolution du pH du milieu de fermentation

pendant les trois jours et pour les deux expériences réalisées.

Selon la littérature (Boulal et al., 2016),les limites de pH rapportées pour maintenir la
croissance de Saccharomyces cerevisiae sont comprises entre 2,4 et 8,6 avec un pH optimal entre
4,5 et 5. Le maintien du pH cytoplasmique est essentiel a la survie de la levure. Ainsi, compte
tenu du stress éthanoique qui provogue une chute du pH cytoplasmique, cela induit au déces

cellulaire, cette diminution du pH intracellulaire peut étre le résultat soit d’un influx de protons
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soit d’une accumulation d'intermédiaires réactionnels (acide acétique, acide lactique, glycérol,

etc.).

Une petite variation de pH a été enregistrée dans les deux expériences comparées au pH
initial fixé a 4,8 (valeur optimale pour le développement de S. cerevisiae). Cette légere
diminution est due probablement a la formation des acides gras comme 1’acide lactique. Ceci
montre que le pH n’est pas trop influencé par la concentration de la levure ni par les additifs

nutritionnels. Dahouenon-Ahoussi etal.(2012)
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Figure 25: Evolution du pH des trois milieux de la premiére

Expérience en fonction du temps avec différentes concentrations de levure
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Figure 26 : Evolution du pH des deux milieux de la deuxieme expérience en fonction dutemps
en présence de 0.25 % d’additif nutritionnel avec 2g/1 de levure.

111.4 Evolution du taux de brix

Les figures 27et 28 examinent 1’évolution du taux de brix du milieu de fermentation

pendant les trois jours et pour les deux expériences réalisées.
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Figure 27:Evolution du taux de brix des trois milieux de la premiére
Expérience en fonction du temps avec différentes concentrations de levure.
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Figure 28 : Evolution du taux de brix des deux milieux de la deuxiéme expérience en fonction
du temps en présence de 0.25% d’additif nutritionnel avec 2g/1 de levure

En examinant la figure 28 obtenue pour la premiere expérience, on peut voir clairement qu’il y a
une forte diminution du taux de brix de 15,3 a 6, ce qui justifie I’activité de la levure dans le
milieu de fermentation. Cette diminution du taux de brix est inversement proportionnelle avec la
concentration de la levure mais de maniere légére Mossi etal. (2018)

Pour la deuxiéme expérience, I’examen de la figure 29 montre que la présence d’additif
nutritionnel donne une diminution du taux de brix plus que celle obtenue sans nutritif. La
présence d’azote dans les deux additifs est nécessaire au métabolisme cellulaire de la levure, il
est utilisé dans la synthése des acide aminés, des acides nucléiques ainsi que pour certaines
vitamines, donc sa présence est tres importante pour favoriser la multiplication cellulaire. Par
ailleurs, une nette différence de diminution est observée dans le cas du nutritif NPK par rapport a
celle de I'urée.

Ce résultat peut étre justifié par la présence d’autres ¢léments autre que 1’azote dans le NPK et
qui sont aussi nécessaires au métabolisme cellulaire de la levure comme le phosphore

etpotassium,ceci est en accord avec les traveaux deAldiguier etal .(2004)
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I11.5 Rendement de la distillation
a) La premiére expérience

Dans cette premiére expérience nous avons procédé a une premiére distillation pour chacun des

trois échantillons de modt de mélasse et avec le méme protocole de travail.

La masse initiale de la mélasse est fixée a 200 g/l avec un volume total de 1,5 litre de jus de
mélasse. Apres une fermentation de trois jours a I’étuve et suivie d’une centrifugation, on
récupere un volume total de 1280 ml de la solution fermentée. On procéde a une premiere
distillation, et on mesure le degré d’alcool par un alcoométre. Comme I’échantillon de
concentration en levure 2g/l a donné un meilleur rendement lors de la premiere distillation, nous
avons procédé a d’autres distillations pour cet échantillon pour augmenter le degré d’alcool. Les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau VI1II suivant :

Tableau VIII : Degré et volumes d’éthanol obtenus aprés chaque distillation

Concentration de la levure
Volume(ml)

1,29/l 29/l | 28¢/l
1" distillation 18 ° 22° | 20° 630
2rme ] 38° 300
distillation Degrésd’alcool
gieme 70 ° 130
distillation
greme 82° 65
distillation

D'apres les résultats observes, I'excés de levure consomme la matiére fermentable , ce qui

réduit le rendement. C’est le cas de 2,8 g/l de levure (Oucif , 2017)
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eCalcul du rendement de la distillation

Ce rendement est calculé pour le volume d’alcool obtenu apres la quatrieme distillation

de par rapporta son volume initial de 1280 ml.

65
R % =1280x 100 =5,08 %

b) La deuxiéme expérience

Dans cette deuxiéme expérience, nous avons travaillé dans les mémes conditions que le
I’échantillon 2 (levure 2 g/1) de la premiére expérience mais avec 1’ajout de 1’additif nutritionnel.
Le volume récupéré apres la centrifugation est égal a 1280 ml. Apres nous avons procédé a
plusieurs distillations pour augmenter le rendement de I’alcool. Les résultats obtenus sont

regroupes dans le tableau IX suivant :

Tableau IX :Degré d’alcool et volume d’éthanol obtenus lors de la 2iéme expérience durent les
quatre distillations

Degreé: d’alcool
NPK Urée Volume (ml)
1"" distillation 25° 20° 630
2"*™ distillation 40° 35° 300
3™ distillation 68 ° 62 ° 140
4*me distillation 84 ° 81° 70

eCalcul du rendement de la distillation

Ce rendement est calculé pour le volume d’alcool obtenu aprés la quatriéme distillation

par rapport a son volume initial de 1280 ml.

70
R % =1280x 100 =5,46 %
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Dans la premiere expérience, nous avons obtenu un bioéthanol a 82° et qui semble étre un
degréélevé malgré I’absence des nutriments. Pour I’échantillon avec le NPK le degré alcoolique
est légérement élevé par rapport a celui de I'urée. Ceci semble logique du fait que la composition
en éléments du NPK permet une meilleure activité microbienne pendant la fermentation
alcoolique par rapport a I'urée qui ne s’exprime que seulement par une source d’azote. Nos
résultats ressemblent en accord avec ceux obtenus par les travaux de (Abubaker et al ., 2012)et
de (Jahding , 2020 ),qui ont utilisé les memes concentration des additifs nutritionnels NPK =
0,25%

111.6 Résultat du comptage cellulaire

Les levures présentes en solution ont été observées dans la cellule de Thoma dans un
microscope optique sous 1’objectif 40. Le comptage cellulaire a été effectue dans chaque
rectangle quadrillé verticalement et horizontalement et qui correspond a un volume de 0,01
mm?.Pour chaque expérience nous avons procédé au comptage initial avant la fermentation et au
comptage final aprés la fermentation. Les résultats obtenus pour les deux expeériences sont

regroupeés dans les tableaux X et XI suivants :

Tableau X:Comptage cellulaire sous microscope a 1’aide de la cellule de Thoma de la premicre
expérience ( sans additif nutritionnel) en présence de 2¢g/I

Nombre de cellules/rectangle Moyenne Cellules / ml Pourcentage %
Ti 20 20 25 16 19 800.000 81.25%
Tt 36.25 | 30 41 39 35 1450.000
i : Initial (avant fermentation ) f: Final ( apré fermentation)

Tableau XI:Comptage cellulaire sous objectif 40 du microscope optique a I’aide de la cellule de
Thoma de la deuxiéme expérience (en présence d’additif nutritionnel)

Nombre de cellules/rectangle Moyenne | Cellules / ml Pourcentage %
Ti 22 |14 |20 |16 18 720.000
NPK | Ty 49 |43 |50 |41 45.75 1830.000 154,16 %
Ti 16 |13 |11 |10 12.5 500.000
Uree | Ty 23 |20 |30 |15 22 880.000 76%
i : Initial (avant fermentation ) f: Final (‘apré fermentation)
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Figure 29 : Photo sous microscope optique de la solution sous objectif 40 de mout fermenté (photo
originale)

A : Avant fermentation B : Aprés fermentation

La reproduction par bourgeonnement des levures est associée au milieu de culture, qu’il
doit étre ambiant. Ce dernier a été réalisé par 1’ajout des additifs nutritionnels ou bien par la
présence d’eau potable. D'aprés les résultants des trois échantillons obtenus, on note une
augmentation du rendement du nombre de cellules fermentatives et qui s'observe également sur
les figures microscopiques. On observe clairement que le nombre de cellules dans le milieu

auquel le NPK a été ajouté est plus important.

Bien que la majorité des études ultérieures et qui ont été basées sur I'ajout d'urée comme
agent nutritionnel, ont montré une nette amélioration du rendement, malheureusement nos
résultants ont montré le contraire lors de 1’ajout de ce nuritif. Néanmoins, nous avons conclu

cette amélioration avec I’agent nutritionnel NPK.

Comme le rendement de la premiére expérience dans laquelle on a utilisé 1’eau potable
déjavellisée est presque le méme que I’échantillon de I’'NPK (82° et 84°), alors que leur activité
vitale de la levure est complétement différente. Nous avons constaté que la présence du nutritif
NPK acontribé a la croissnce de la levure sans pour autant augmenté la production de 1’éthanol.

Peut étre ceci est d0 a un seuil d’équilibre que I’éthanol ne peut dépasser.
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Le bioéthanol jeu un role trés important dans le domaine d’énergie car c’est une source

renouvelable, propre, non toxique et non polluante.

L’objectif de notre projet est le recyclage des déchets végétaux pour la production
d’éthanol qui nous offre la possibilité de réduire ces déchets, de diminuer la pollution et de
protéger I’environnement. Ce travail est exprimé par deux expériences, la premicre dans le but de
déterminer la meilleure concentration de levure avec utilisation d’eau potable déjavellisée et sans
aucun additif nutritionnel et la deuxiéme la levure dans 1’eau distillée en présence d’urée et du

NPK comme additif nutritionnel.

Nous avons choisi un déchet tres riche en sucre qui est la mélasse issu du groupe cevital
de Bejaia, et via la voie de la fermentation alcoolique grace a la levure boulangére
(Saccharomyces cerevisiae) , dans des conditions bien déterminées, nous avons obtenus du
bioéthanol a un degrés d’alcool élevé. Les conditions de fermentation optimale dans notre travail
étaient les suivantes : temperature a 32°C, pH a 4,8, concentration de la levure a 2g /I et
concentration de la mélasse a 200 g/l. Pour I’eau utilisée elle est composée d’eau potable dé
javellisée-eau distillee (1:3) lors de la premiére expérience. Par contre dans la deuxieme

expérience, nous avons utilisé¢ de I’eau distillée en présence de 0.25 % d’additif nutritionnel.

Au final, nous avons conclu que I’ajout du NPK donne un meilleur rendement de
distillation avec un degré d’éthanol de 84°. Aussi, nous avons constaté que qu’on peut remplacer
I’additif nutritionnel avec I’eau potable dé javellisée avec une Iégere baisse dans le rendement de
production d’éthanol. Ceci permettra de réduire le colit de la production du bioéthanol ainsi que

d’économiser nos additifs nutritionnels pour d’autres usages.

Perspectives

Le bioéthanol joue un rdle trés important dans le domaine d’énergie car c’est une source

renouvelable, propre, non toxique et non polluante. Nous souhaitons une suite de notre travail
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par d’autres chercheurs et stagiaires avec d'autres variables pour atteindre un meilleur rendement
et en se basant sur les résultats que nous avons trouvé. Le bioéthanol que nous avons fabrique
peut-étredestiner au domaine des biocarburants avec une optimisation du rendement a 100 %.
Aussi, il pourra servir comme alcool chirurgical a condition de réduire I’arriere odeur de la

levure qui pose probléme pour celui-ci.

Aussi la récupération de culot, que contient les levures pour le réutilisé pour une deuxieme
fermentation ou bien pour I’utilisé¢ dans autre domaine telle que la panification
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Résumé

Le bioéthanol est I'une des alternatives énergétiques modernes qui vise a réduire l'utilisation
permanente du pétrole et la pollution de l'air qui en résulte ,ce dernier est produit a partir dune
biomasse riche en sucre a I'aide dune souche de levure .

Ce travail vise a produire du bioéthanol par fermentation d'un déchet organique récupéreé issu de
la productin du sucre avec [I’utilisation d’une levure commeérciale qui est lasaccharomyce
cerevisiae.

Nous avons conclu que la meilleure production de bioéthanol a donné un alcool de degré 84°en
utilisant une concentration de levure de 29/l eten présence de 0,25% de NPK comme additif
nutritionnel.Par contre, I'utilisation de I’'urée comme additif nutrionnel n’a pas donné des résltats
satisfaisants. Aussi cette étude a montré que ’on peut remplacer ’additif NPK par une simple
cau minéralea savoir ’eau du robinet déjavellisée et obtenir des résultats semblables a ceux
obetus avec le NPK. Ceci va permettre de réduire considérablement le cout de la production de
I’éthanol.

Mot clé : Bioéthanol <Mélasse<Fermentation<Additif nutritionnel<Saccharomyce cerevisiae
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Abstract

Bioethanol is one of the modern energy alternatives that aims to reduce the permanent
use offuel and the air pollution resulting,he latter is produced from a biomass rich in sugar using
a strain of yeast
This work aims to produce bioethanol by fermentation of organic waste recovered from the
production of sugar with the use of a commercial yeast which is Saccharomyce cerevisiae.
We concluded that the best production of bioethanol gave an alcohol of 84° degree using a yeast
concentration of 2g/l and in the presence of 0.25% of NPK as a nutritional additive. On the other
hand, the use of urea as a nutritional additive did not give satisfactory results. This study also
showed that the NPK additive can be replaced by a simple mineral water, namely bleached tap
water, and obtain results similar to those obtained with NPK. This will significantly reduce the
cost of ethanol production.

Key word: Bioethanol <Molasses<Fermentation<Nutritional additive<Saccharomyce cerevisiae
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