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Resumé :

Le but de ce travail est I’étude de I’hydrolyse enzymatique d’un maténau
lignocellulosique : grignon d’olive.

La caractérisation chimique du grignon d’olive a été déterminée et influence des

paramétres physico-chimiques sur le prétraitement alcalin de ces grignons a été
étudice.

Les performances du processus d’hydrolyse enzymatique dans un réacteur
discontinu et dans un réacteur continu couplé i !'ultrafiltration ont €te également

étudiées et optimisces.

Mots clés: hydrolyse enzymatique, lignocellulose, grignon d’olive, cellulase,
bioréacteur & membrane.

Abstract :

The aim of this work, is the study of the enzymatic hydrolysis of solid residues of
olive oil factories.

The chemical characterisation and the influence of physical and chemical
parameters on the pretraitment with NaOH of these residues have been studied.

The performances of the enzymatic reaction in a discontinuous reactor and in a
continuous reactor coupled with ultrafiltration have been studied .

Key words: enzymatic hydrolysis, lignocellulose, ‘olive-oil cake, cellulase,
membrane bioreactor.
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Introduction

Aucun végétal, aucun arbre n'a autant été chanté, loué, sacré, béni que
Uolivier. Méme si les historiens ne nous ont pas encore précisé le lieu de naissance de
[’ofivier, ils sont toujours d’accord pour lui attribuer une aire d'origine :

La Méditerranée orientale, Asie mineure, vallée de Jourdain ou du Nil [1] .

" Arbre 1ypique des régions séches et chaudes, ['olivier constitue une composanie
familiére des pays du bassin méditerranéen et représente pour beaucoup d'entre eux,
une des principales cultures traditionnelles [1].

La diminution des ressources en fuels et la croissance de leur demande ont
mené a la recherche d'une ressource d'énergie alternative. La biomasse
lignocellulosique constituée par des résidus agricoles (pailles de bié, bagasse,
grignons d’olive) et forestiers ( fourrages et bois non exploités), offre des perspectives
inmtéressantes, elle représente une source d'énergie renouvelable et rapidement
disponible.

Depuis ['empire Romain, le noyau et le grignon d'olive séché, sont des
combustibles appréciés, plus tard, la pulpe de grignon vidée de son huile est convertie
en noutriture pour les ruminants et en amendement organique.

Par ailleurs, la valorisation des grignons d'olive comme biomasse
lignocellulosique dans la production de sucres fermentescibles et leur bioconversion
semble étre une alternative intéressante. En effet , la cellulose, constituant majeur de
cette biomasse et substance fondamentale des tissus végétaux peut étre valorisée en
tant que polymére dans ['industrie des dérivés de la cellulose, ou bien aprés hydrolyse
chimigue ou enzymatique, fournit du glucose qui constitue une matiere premiere
importante dans ['industrie chimique.

Les hémicelluloses étanmt également un constituant assez important des
grignons d’olives, leur hydrolyse fourni des sucres autres que le glucose et qui sont
transformables en alcools.

En Algérie, pour des raisons technigues et surtout économiques, la biomasse
lignacellulosique, mis & part son utilisation dans ’alimentation des ruminants, ne fait
{’objet d’aucune valorisation. '

C'est dans ce cadre que vient s'inscrire notre travail;, il a été question
d’essayer de valoriser un sous-produit issu de 'industrie oléicole (grignon d’olive)
par hydrolyse enzymatique pour la production de sucres. Les travaux de recherche ont
particuliérement porté sur I'optimisation de ce procédé réalisé selon deux modes
différents : mode discontinu et mode continu couplé a un procédé membranaire.



Celie étude a é1é développée en deux grandes parties :

Une partie bibliographique, ou nous avons défini la biomasse lignocellulosique.
Une partie expérimeniale, subdivisée en trois volels : *

Dans un premier volet, nous nous sommes intéressés a la caractérisation chimique des
grignons d’olive et leurs préiraitements.

Dans le second, nous avons essayé d'optimiser les paramétres physico-chimiques qui
influent sur le processus d’hydrolyse enzymatique réalisé en réacteur discontinu.

Enfin, le dernier volet est consacré & 'étude de !'hydrolyse enzymatique dans un
bioréacteur continu couplé & un procédé membranaire : lultrafiltration.
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Chapitre I

Généralités sur ’olive et ses sous-produits

I-1/ Origine et production :

L’histoire de I’olivier se confond avec celle des civilisations qui ont connu le jour dans
le bassin méditerranéen. Son origine se situe en Asie mineure ou il est trés abondant et
forme de véritables foréts [2].

L’importance de la production oléicole mondiale peut étre illustrée par les 600
millions d’arbres qui occupent 7 millions d’hectares et produisent annuellement 8,4

millions de tonnes d’oltves [2].

Les pays les plus producteurs et les plus consommateurs sont 1'Italie, I’Espagne et la
Gréce qui gouvernent environ 80% de la production mondiale {3].

Le tableau 1, donne Ia répartition de la production oléicole entre les trois pays :

Espagne 32% de la production mondiale
41% de la production Européenne

Italie 28% de la production mondiale
: 35% de la production Européenne

Grece 17% de la production mondiale

21% de la production Européenne

Tableau 1 : Répartition de la production oléicole [3].

I-2/ L’oléiculture et la production oléicole en Algérie :

L’ Algérie, un des pays producteurs d’huile d’olive, compte 16 millions d’oliviers sur
une surface d’environ 197000 ha, cette culture étant surtout localisée dans les régions
montagneuses de la Kabylie. Les olives a huile représentent 95% de la production
totale d’olives, Les variétés rencontrées sont principalement :

¢ La chemlal : c’est une variété autostérile que 1’on retrouve surtout en kabylie et
dans la région montagneuse de Blida, ou elle représente 50% des oliviers cultivés
en Algérie ; .

¢ L’azeradg : elle est surtout localisée en Kabylie, elle représente 5% de 1’oliveraie
Algérienne ;

¢ La sigoise : ¢’est une variété que I’on rencontre particulierement dans I’ouest du
pays, dans la olaine de sigoise, elle représente 20% de I’oliveraie Algérienne.

¢ La bouchouk et la limli : ceux sont deux vanétés cultivées principalement en
Kabylie, elles représentent 2% des oliviers cultivés en Algérie.




A coté de ces variétés locales, on rencontre aussi des variétés introduites d’Espagne,
de France et d’Italie comme la cornicobra, la luques et la frantoio [4 ]. .

Actuellement, la production d huile d’olive connait une régression continuelle jusqu’a
I’incapacité de satisfaire la consommation nationale.

Un exemple de la production nationale en huile d’olive pour ’année 94/95 est
représenté dans le tableau 2 [5 ].

Tableau 2 : Production d’huile d’olive par différentes Wilayates d’ Algerie pour ’année
94/95 [5].

Wilayates Prévisions récoltes Production réalisées
(quintaux/ha) (quintaux/ha)
Tlemcen 51638 29891
Sidi Bel Abbes 500 480
Ain Timouchente 3000 2200
Saida 2500 4000
Oran 11500 5800
Mascara 20000 20000
Médéa 16500 12978
Djelfa 0 0
Chlef 9866 5200
Ain Defla 5165 5500
Blida 8005 9500
Tipaza 9600 12451
Alger 0 0
Boumerdess 61120 91700
TiziOuzou - 331579 234457
Bouira 125550 164392
Bejaia - 681000 559000
Jijel | 129705 198881
Mila . 22500 15850
Constantine " . 400 1173
M’sila 1960 1950
Batna 15640 163662
Setif ~ =~ - .201100 211155
Bordj Bou Arreridj 23990 60000
Oum El Bouaghi - 0 0
Khenchla 760 849
Tebessa - - 1260 1035
Guelma = 34620 41524
Souk Ahras o 4300 8370
Annaba:- - .- 2916 12824
ElTarf = - & - 8280 8280
Skikda =~ - - 76000 75000 -

&



I-3/ Technologie de production d’huile d’olive :

La quantité de produit obtenue dépend de la rapidité du traitement, de la durée du
stockage et des différentes précautions a prendre en considération pour éviter le
développement des micro-organismes par le biais de blessures du fruit [6].

Le systeme de production d’huile d’olive comprend en général cing operanons qui
sont représentées sur la figure 1 :

Extraction
au solvant

Stockage
des olives

Pressage

Brovage

- — Huile d'olive
Dilution ___’,‘ Centrifugation l_, vierge

h 4

Seconde Huile d’olive
centrifugation vierge
secondaire

Huile de faible

4
v Huile de grignon
Eau de lavage Eau usée g
Figure 1 : Processus de production d’huile d’olive [ 6].
1. Lavage : son but est d’éliminer les matiéres végétales, sables, poussiéres......... etc.

2. Broyage : il consiste en l’éclatement de la drupe pulpeuse gorgée d’huile et
concassage des noyaux pour ’obtention d’une péte.

3. Malaxage : le but de cette opération est I’homogénéisation et le détachement des
cellules lipidiques.

4. Pressage : la pite répartie sur des scourtins est pressee par une presse hydraulique.
Le liquide obtenu constitué d’eau et d huile est recueilh, tandis que la phase solide
appelée « grignon » est rejetée,

5. Séparation : elle s’effectue par voie mécanique (décantation, centrifugation). On
obtient deux phases : I’huile d’olive vierge et de 1’eau appelée « margine » .



1-4/ Cbmposition de ’olive :

L’olive est une drupe, sa composition physique est indiquée sur la figure 2:

% du poids sec dulive
Epicarpa 203 25

Mesacarpa . 71.53 405
{pulpe) '

ndocarpe ou 1733 230
parai du noyau

Amandon 204 55

Figure 2 : Composition physique de {’olive en % de la matiére séche [7].

La composition chimique des différents constituants de I'olive est trés variée; le
tableau 3 présente la composition chimique moyenne de Uolive en fonction des

différentes parties anatomiques :
Tableau 3 : Composition chimique moyenne de 1"olive en % de la matiére séche [7]

Matiéres M.A.T Cellulose Cendres
Constituant OTASSes totales
Epicarpe ou 3,40 9,80 2,40 1,60 -
membrane
Mésocarpe ou 51,80 9,60 12,00 2,30
pulpe
Endocarpe 0,80 1,30 . 74,10 1,20

"MLA.T : Matiéres azotées totales.

1-5/ Définition des sous-produits de I’oléiculture :

La technologie d’extraction d’huile d’olive est trés variable, et a fait I’objet
d’importantes modifications durant les derniéres décennies.

Les deux procédés d’extraction les plus utilisés actuellement sont la pression et la
centrifugation:

Il existe d’autres procédés comme le procédé Acapulco, qui comprend la séparation
préalable du noyau et de la pulpe avant I’extraction de ’huile.




Une certaine confusion dans les publications, ne permet pas toujours d’identifier
clairement le type de sous-produit résultant de cette opération (la pression des olives).
Nous adopterons la nomenclature et les définitions proposées par NEFZAQUI et col
au sénunaire international sur la valorisation des sous-produits de 1’olivier organisé par
la FAO (Madrid, 1985 )[8]. '

[N

2

Le grignon brut : c’est un résidu de la premiére extraction de i’huile par pression
de I’olive enticre. Il contient des teneurs élevées en eau (24% ) et en huile (3% ), ce
qui favorise son altération rapide lorsqu’il est laissé & I’air libre {7,8].

Le grignon épuisé : c’est le résidu obtenu aprés déshuilage ou épuisement du
gnignon brut par un solvant (généralement "hexane) [7].

Le grignon tamisé (partiellement dénoyauté) : il résulte de la séparation partielle
des débris de coques et de la pulpe par ventilation. Il est dit gras si son huile n’est
pas extraite par un solvant et dégraissé ou épuisé si son huile est extraite par un
solvant [3,7].

La pulpe de l'olive : c’est la pite obtenue lorsque le novau a été séparé avant
Pextraction de l'huile, elle est riche en eau (60%) et de conservation trés
difficile[8].

Les margines : c’est un résidu aqueux séparé de I'huile par centrifugation ou
sédimentation, 1l représente 40% des olives traitées .

Les quantités de ces sous-produits sont fonction des procédés d’extraction de I’huile
[9]. En adoptant la valeur moyenne de 35% pour le pourcentage de grignons d’olive
bruts par rapport aux olives traitées, on peut estimer la production mondiale de
grignons bruts a environ 3 millions de tonnes /an [6].

La figure 3 précise le mode d’obtention des différents types de grignons d’olive :

R omposttion:phySique o0
§ i LA e

ent e procede « pres

on» 7]




1-6/ Composition chimique des grignons d’olive :

La composition chimique des grignons d’olive varie dans de larges limites selon le
stade de maturité, le procédé d’extraction de ’huile, et I’épuisement.

11 est trés difficile de comparer les différentes données bibliographiques relatives a ce
swet, car dés le départ il s’est établi une confusion au niveau de la définition des
différents sous-produits (tourteau, pulpe, grignon). De plus, les auteurs négligent
souvent de préciser les conditions d’obtention des sous-produits (presse,
centrifugation, épuisement aux solvants etc...). Cependant, on peut retenir les donneces
générales représentées sur le tablean 4 :

Tableaud4®: Composition chimique des sous- produiis du grignon d’olive [9,10].

Type de Brut Epuisé Tamisé Epuisé-

orignon tamisé
Matiére seéche 69,0-90 |86,0-9501 89,0-95 88,0 — 90,0
Cendres 30-145 1 58-93 [10,0-253; 11,0-23,0
totales

Matiére azotée| 5,0—103 |124-162| 6,8-90 96-1173
totale

Matiére grasse | 33125 1,1-74 | 69-15,0 2,0-6,5

Cellulose brute | 32,0-4751320-533|120-33,5| 14,0-263

< La matiére séche : elle varie selon le type de grignon. DEMAY cité par ABDOULI
[10], signale que la presse hydraulique et la super presse laissent un grignon 2 25%
d’humidité contre 60% pour 1a presse continue. Des variations sensibles- sont
également observées dans une méme usine [10].

< Les matiéres minérales : des teneurs en cendres de 4 a 5 fois plus importantes que
celles considérées comme une moyenne (5% de la matiére séche) sont rapportees
par plusieurs autenrs. Cet excés est attribué & une contamination par le sable au
niveau des huileries[7]. Le potassium et le calcium apparaissent comme les
éléments prédominants, suivis du phosphore et du sodium. '

% Les matiéres grasses : la teneur en matiére grasse est souvent €levée et demeure
fonction du mode d’extraction de ’huile. La pression laisse des grignons et pulpes
riches en matiéres grasses (30% de matiéres grasses en moyenne). L’épuisement
par un solvant la réduit a 4 - 5% de la matiére séche, ce o~ explique Uintérét de
cette opération. La matiére grasse du grignon d’olive est riche en acides:
caprylique, caproique, oléique et linoleique ; les proportions en chacun de ces
acides gras différent selon 1’origine et les traitements appliqués [7].



Le tableau 5 donne la composition en acides gras du grignon d’olive

Acide gras Pourcentage (%)
Acide oléique 65,11
Acide linoleique 12,74
Acide palmitique - 10,46
Acide lmolenique 0,26
Acide laurique 0.14
Acide myristique 0,10
Acide caproique 0,08
Acide capnlique 0,05
Autres 2,06

Tableau S : composttion en acides gras des grignons d’olive [7].

% Les fibres brutes : la teneur en cellulose brute est également €levée et varie de 15 a

50% de la matiere seche, elle dépend de la proportion des coques présents dans le
résidu. Ces coques renferment 74 % de fibres brutes contre 2,43% et 12,01%
contenus respectivement dans la pellicule et la pulpe [10].

Les membranes cellulaires sont riches en lignine (30% de la matiére séche) .

% Matiéres azotées totales : la teneur en matiéres azotées totales varie selon le type

de grignon, mais reste relativement modeste. L’azote protidique représente 95% de
["azote total et sa solubilité est particuliérement faible puisque, une grande partie de
I’azote (80 a 90%) est liée a la fraction ligneux-cellulosique. Ainsi contrairement
aux aufres tourteaux, le grignon d’olive est pauvre en protéines [3,7].

Les composés phénoligues . les senles données existantes sont refatives aux fruits
avant extraction de !’huile. Les polyphenols sont présents dans 1’olive a un
pourcentage de P'ordre de 0,3 & 5% de la matiére séche.;ce sont surtout des
orthodiphénols. L’oleuropeine, glucoside amer, est le composé le plus abondant et
le plus caractéristique des oléagineux. Sa structure correspond a un glucoside de
I’acide éiénolique (figure 4) [7].
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Figure 4 : Structure de I'oleuropeine {7].

I-7/ Estimation quantitative des rejets d’huilerie d’olive :

Le procédé classique d’extraction d’huile d’olive par pression produit en moyenne
pour une quantité de 100 kg d’olives :

¢ 20 kg d’huile ;

4 40 kg de grignons ;

¢ 40 kg de margines contenant 8 & 12% d’huile ainsi que des constituants
hydrosolubles de I’olive [6].

1-8/ Valorisation des sous-produits de I’oléiculture :

Les grignons d’olive, les coques, et les eaux de vegétation pour leurs quantités trés
importantes, et leurs effets défavorables sur Penvironnement, ont fait ’objet de
valorisation afin d’étre utilisés a des fins industrielles,

a) Valorisation des coques: la forte valeur énergétique des coques issues du
décorticage, permet leur utilisation comme combustible, assurant ainsi la
couverture énergétique des huileries, voir des savomneries qui y sont souvent
Jointes. Les cendres peuvent servir d’engrais en raison surtout de leur teneur en
oxyde de potassium [2,11] .

h} Valorisation des grignons : les grignons d’olive mélangés & des fourrages sont
utilisés comme aliment pour le bétail. Iis sont ¢galement utilisés dans la production
continue du furfural par hydrolyse acide et d’alcool par saccharification.

11



Aux USA, les grignons d’olive sont utilisés principalement pour le nettoyage de
certamnes surfaces métalliques par sablage {2,11].

b) Valorisation des eaux de végétation : les margines ou eaux de végétation sont des
résidus liquides a forte charge polluante et a pH acide. Ils contiennent des sous-
produits hydrosolubles 4 potentialité et valeur marchande non négligeables:
sucres ; certains fermentescibles en alcool (rafffinose, mannose, saccharose,
glucose, arabinose,xylose) et alcools dérivés; des polyphenols a effet conservateur
par leur pouvoir antioxydant et antibacterien. D’aucuns pensent que le cout des
techniques de détermination et de purification pourrait étre une étape limitante pour
une valorisation économiquement rentable de ces polyphénols [2].

12
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Chapitre 11

Les résidus lignocellulosiques
(composition et structure)

I/ Introduction :

La biomasse lignocellulosique est constituée essentiellement par les parois végétales
des plantes récoltées; la nature des constituants de ces parois dépend trés nettement de
la position taxonomique du matériel envisagé. C’est ainsi que chez les plantes
supérieures, on trouve essentiellement des celluloses, des hemicelluloses et des
lignines.

Alnsi, aucun de ces constituants n’appartient vraiment en propre a un groupe donné.
Par ailleurs, grice & un certain nombre de réactions plus ou moins spécifiques et de
nature cytochimique, la mise en évidence des composés les plus fréquemment
rencontres dans les parois est désormais possible.

I1-1/ Structure de la paroi cellulaire des résidus ligno-
cellulosiques : |

D’un pomt de vue pondéral, la biomasse lignocellulosique est constituée
principalement des parois végétales des plantes récoltées. L’anatomie des parois
végetales est bien connue; la figure 5 en donne une représentation schématique :

paroi
secondaire

Jrrnl primaire

" Alamelle movenng,

Figure 5 : Structure de la paroi végétale [11].
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On y observe que cette paroi est constituée de différentes couches successives dont les
propriétés physico-chimiques et mécaniques s’intégrent pour donner a la paroi sa
spécificité fonctionneile.

I1I-2/ Composition des résidus lignocellulosiques :

Chimiquement, les parois végétales comprennent trois constituants principaux : la
cellulose, I’hémicellulose, et la lignine.

I1-2-1/ La cellulose :

Elle constitue le polysaccharide de structure de la paroi cellulaire le plus abondant du
regne végétal. C’est un biopolymeére de nature fibrillaire, synthétisé dans les
cytoplasmes des cellules végétales et est déposé a [’extérieur de la membrane
plasmidique, participant ainsi au maintient de la rigidité du tissu [12,13].

Le poids moléculaire minimal de la cellulose de différentes sources varie entre 50 000
et 250 000 Da selon les especes, ce qui vaut a 300 jusqu’a 1500 unités de glucose.
Bien que la cellulose ait une affinité pour I’eau, elle y est completement insoluble [14].

A la suite des premiers travaux (1937 et 1955), on estime qu’une bonne partie de la
cellulose des parois squelettiques. existe sous forme de cristaux juxtaposés. L'élément
de base de chaque cristal serait une molécule de cellobiose (figure 6 et 7), ou les
oxygenes li€s respectivement aux carbones 4 et 1’correspondraient au sommet du
cristal [13,14].

Figure 6 : Arrangement spatial d’une molécule de cellobiose intégrée dans un
cristal de cellulose [13].



Figure 7 : Un cristal unitaire de la cellulose [13].

Pour rendre compte de certaines propriétés de la cellulose en rapport avec les
polysaccharides de constitution des parois cellulaires, plusieurs auteurs imaginent que
les microfibriles de la cellulose sont caractérisées par deux zones distinctes : une zone
cristalline au niveau de laquelle les microfibriles sont parfaitement arrangées, et une
zone amorphe ou les microfibriles ne sont plus nécessairement paraileles et ou une
certaine désorganisation peut &tre révéiée.

Une coupe d’une microfibrile (figure 8) révéle une zone centrale de nature cristalline
entourée d’'une sorte d’enveloppe paracristalline et contenant entre autres les

polysaccharides non cellulosiques [15].
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Figure 8 : Structure des microfibriles de la cetlulose [13].
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Cependant, I’examen aux rayons X et un certain nombre d’observations ont amend les
chercheurs a imaginer que la cellulose serait constituée de chaines hélicoidales dont
I'axe correspondrait a celni de la fibrile élémentaire (figure 9). Les molécules de
cellobiose formeraient la largeur de cette sorte de ruban enroulé et seraient disposées
parallélement a I’axe de la fibrile [13].

=
~{etucose}{ srucosel-

Figure 9 : Structure hélicoidale d’une microfibrile de cellulose [13].
A : grand axe de la fibrile.

La cellulose serait donc le résultat de la polymérisation de glucopyranoses. Par
hydrolyse acide de la fraction cellulosique, on obtient prés de 90% (du poids sec) de
glucose. Cependant, d’autres sucres sont encore révélés (galactose, mannose,
arabinose, xylose) qui indiquent que la cellulose n’est qu’un simple polymére de -
glucopyranose, de poids moléculaire élevé (1 a 2.10° ) et de degrés de polymérisation
variant de 2000 a 10000 [15,16,17].

11-2-2/ Les hémicelluloses :
I s’agit d’une classe d’hétéropolysaccharides, pouvant exister sous forme amorphe ou
paracristalline, associés a la cellulose par des liaisons hydrogéne, et qui, contrairement

a la cellulose sont solubles dans les bases diluées (la soude, la potasse ) [12].

Les principaux constituants des hémicelluloses sont essentiellement des sucres en Cs
(xylose et arabinose); le glucose est toujours présent.

L’hydrolyse des hémicelluloses fournira donc des pentoses, non ou peu
fermentescibles en ethanol, mais fermentescibles par la fermentation acetonobutylique
[12,17].

Le tableau 5 donne la composition en sucres neutres des hémicelluloses de différents
végeétaux :
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Végetal Xylose (%) Arabinose (%) iglucose (%) Divers (%)
Tiges de mais | 70,5 9.0 14.5 5,9

Paille de blé 57,9 9.1 28.1 5,0
Bagasse 39,5 14,5 26,0 -

Tableau 5 : Composition en sucres neutres des hemicelluloses de différents végétaux [11].
I1-2-3/ Les hgnines :

1l s’agit des constituants les plus importants, et probablement les mieux connus des
parois secondaires. Ils tmprégnent pratiquement tous les feuillets de la parot.

Apres la cellulose, la lignine est le composé le plus abondant que 1’on peut extraire des
membranes squelettiques. Il s’agit d’un polymere du phenyl propane et des alcools P-
coumarylique, coniferylique et sinapylique. Les liaisons entre motifs de base sont de
différents types, il s’agit dans tous les cas de liaisons stables et non hydrolysables de
type éther et carbone, sans repétition réguliére de structure, ni éléments de symétrie
connus .

Les produits de dégradatton des lignines ne sont pratiquement pas
fermentescibles[15,18]. '

D’aprés des analyses plus poussées, la lignine existerait sous forme de microgel
(figure 10), fixant des 1ons négatifs et environné de charges positives [13].

Figure 10 : Schémas représentant un microgel de lignine [13].



[1I-3/ Nature de la résistance structurale des constituants
p_arie’taux:

11-3-1/ Effet de la structure de la cellulose sur I’hydrolyse :

La cellulose étant insoluble dans 1’eau et de structure complexe, sa susceptibilité a
I’attaque enzymatique dépend significativement de ses caractéristiques structurales qui
sont : la surface spécifique et la cristallinité.

Plusieurs auteurs [19,20,21], ont mentionné que [’adsorption des molecules de
enzyme sur la surface de la cellulose, est une phase trés importante pour le
déroulement du processus d’hydrolyse. L’enzyme cellulolytique commence par
dégrader la cellulose amorphe (plus accessible); puis la cellulose cristalline (moins
accessible), plus la cristallinité augmente et plus la cellulose devient plus résistante 4 la
dégradation enzymatique.

D’autres auteurs[22,23,24], ont indiqué que les caractéristiques structurales influent
profondément sur les cinétiques d’hydrolyse. En effet, ces deux parametres (la surface
spécifique et la cristallinité) interviennent dans la détermination des vitesses inttiales
du processus enzymatique.

[1-3-2/ Effet de 1a lignine sur ’hydrolyse :

La combinaison particlle de la lignine & la cellulose cristalline existant dans la
biomasse lignocellulosique acquiert une résistance biologique tres élevée. Les micro-
organismes capables de dégrader la cellulose perdent cette capacité par la présence de
la lignine. La relation entre le degré de delignification et la vitesse d’hydrolyse est
représentée sur la figure 11:

Vitesse d hydroivse A

P Degré de délignification

Figure 11 : Effet du degré de délignification sur la vitesse d hvdrolyse [22].
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FAN et col [ 25 ], ont observé que la vitesse d’hydrolyse de la paille de blé augmente
considérablement avec ’augmentation du degré de délignification jusqu’a ce que
celui ¢i atteigne 50% ; au dela de cette valeur, la vitesse augmente peu. :

Conclusion :

Cellulose, hemicellulose, et lignine sont a I’état naturel microsolubles dans I’eau.
D’autre part, la cellulose, cible de 1’attaque enzymatique n’est pas.directement
accessible aux enzymes.

Du fait de son état cristallin et de sa protection par la matrice lignine-hemicellulose, ia
cellulose native des tissus végétaux n’est que faiblement dégradable par les enzymes
cellulolytiques. Pour obtenir une hydrolyse la plus compléte possible, un prétrartement
du résidu lignocellulosique serait nécessaire ; ce dernier aura pour objet de détruire
toute, ou une partie, de la matrice lignine-hemicellulose et d’augmenter la surface du
substrat accessible aux enzymes.
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Chapitre 111

Les Prétraitements

Les constituants de la biomasse lignocellulosique {cellulose, lignine) peuvent
empécher la dégradation compléte des celluloses et des hémicelluloses. Tous ces
composés polyméres sont physiquement entrelacés, chimiquement liés et donc peu
accessibles aux enzymes.

Des lors, dans les procédés de valorisation, 1a biomasse lignocellulosique subit d’abord
des prétraitements, destinés a améliorer son aptitude a 'hydrolyse enzymatique.

Le but de ces prétraitements est d’ouvrir la structure du matériel lignocellulosique qui
se traduit par :

¢ [’augmentation de la surface ;
¢ L’élimination de la lignine |
¢ La solubilisation des hemicelluloses.

I1I-1/ Les différentes méthodes de prétraitement :

[l existe plusieurs méthodes de prétraitement, certaines ont démontré leur efficacité
dans la destruction du complexe carbohydrate-lignine, d’autres dans la destruction de
la structure résistante de la cellulose.

Le tableau 6 donne: les différentes méthodes utilisées. Ces prétraitements sont classés
selon leur mode d’action sur le substrat en trois grandes catégories: physiques,
chimiques, et biologiques. Parmi ces prétraitements, il existe des combinaisons de
deux techniques ou plus, appliquées en parallcle ou en séquence.

ITI-1-1/ les prétraitements physiques :

Les prétraitements physiques peuvent étre mécaniques et non mécaniques. Les forces
utilisées dans les prétraitements mécaniques, assurent la fragmentation du matériel
lignocellulosique en de fines particules, ayant un rapport surface / volume permettant
une meilleure accessibilité a "hydrolyse chimique et enzymatique. Les prétraitements
non mécaniques permettent la décomposition du matériel lignocellulosique en
I’exposant 4 des forces extérieures autres que les forces mécaniques.

Parmi les prétraitements physiques, on distingue :



Physique Chimique ' Biologique

Broyage a boules Alcalis Champignons
Broyage 4 marteau ' = Hydroxyde de sodium -
*  Ammoniaque
» Sulfite d’ammonium
Acide
= Acide sulfurique
= Acide chlorhydrique
"% Acide phosphorique
Pyrolyse Gaz
Irradiation A haute énergie =® Dioxyde de chiore
* Dioxyde d’azote
» Dioxyde de soufre
Agent oxvdant
* Peroxyde d’hydrogéne

, = Ozone
Vapeur Solvants de Ia_celluiose
=  Cadoxen
« CMCS

Solvants extractifs de la lignine
= Extraction ethanol-eau

= Extraction benzene-ethanal
= Extraction ethyléne-glycol
=  Extraction butanel-eau

Tableau 6 : Les méthodes de prétraitement utilisées [25].

lI-1-1-1/ Le broyage :

C’est une méthode efficace. En effet, les forces de cisaillement et de compression
permettent la réduction de la cristallinité, la diminution du degré de polyménsation et
la diminution de la taille des particules. On distingue le broyage a boules et le broyage
a marteaux [25}].

[1I-1-1-2/ La pyrolyse :

[l a été recement découvert que la pyrolyse est un processus qui augmente la
susceptibilité du matériel lignocellulosique a ’hydrolyse. Au dessus de 300°C, la
cellulose se décompose rapidement pour donner des composés gazeux et d’autres
bitimeux. Par contre & des températures intermédiaires, la décomposition a lieu
lentement et peu de produits volatils sont formés [25].

[11-1-1-3/ Irradiation a haute énergie :

L’irradiation de la cellulose pure aboutit &2 une dégradation oxydative des molécules,
une déshydrogénation et une destruction des unités anhydroglucoses avec libération du
dioxyde de carbone. Ce prétraitement affecte la lignine et conduit a une
dépolymérisation intense de la cellulose [25].
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1{1-1-1-4/ Prétraitement a la vapeur :

Cette technique est basée sur le traitement sous pression et  chaud (225°C, 25 atm) du
substrat par un liquide volatil. L’arrét du prétraitement s’effectue par ‘une
décompression explosive pour évaporer le liquide et réduire la température. Trots
phénomeénes peuvent étre mis en évidence au cours de ce pretraitement [12, 26] :

¢ Une autohydrolyse due a la libération des groupements acétyles substitués sur de
nombreux sucres des hémicelluloses et opérant in situ une hydrolyse partielle de
ces polymeéres ; '

¢ Une fusion des lignines, suivie d’une recondensation en gouttelettes au
refroidissement ;

¢ Une destruction intense due a la libération explosive du produit, se traduit par une
augmentation trés importante des surfaces accessibles.

Ces trois phénomeénes concourent pour améliorer la susceptibilité a I'hydrolyse
enzymatique du végétal traité.

La cellulose obtenue suivant ce procédé est presque totalement hydrolysable ; la
lignine devient extractible par les solvants, tandis que les hémicelluloses sont
converties en oligosides solubles. Cette technique semble étre actuellement la seule qui
permet de récupérer la totalité des sucres présents dans le végétal [11].

II-1-2/ Les prétraitements chimiques :

Bien que les prétraitements chimiques aient prouvé leur efficacité dans 1’amélioration
des rendements de I’hydrolyse enzymatique, tls présentent un certain nombre
d’inconvénients qui ne doivent pas étre négligés.

Ces prétraitements sont classés en plusieurs catégories, selon la nature chimique du
réactif

I1I-1-2-1/ Les prétraitements alcalins :

Les principaux produits utilisés dans ce type de prétraitement sont : la soude caustique,
le carbonate de sodium, et I’ammoniaque.

Le prétraitement a la soude diluée permet 1’augmentation de la surface spécifique, la
diminution de la cristallinité, "ouverture des liaisons lignine-carbohydrates et la
destruction de la structure de la lignine. Le résidu liquide obtenu est analogue aux
liqueurs noires des papeteries, et pose des problémes sévéres d’élimmnation ou de
récupération des réactifs. Le résidu solide doit étre lavé et neutralisé [11}].

Les résidus lignocellulosiques répondent différemment au traitement. En effet, FAN et
col [25], ont observé que la digestibilité du bois tendre (quantité en higmine €levée),
augmente lentement au cours du traitement a la soude, alors que celle du bois dur
(quantité en lignine faible) augmente considérablement au cours du méme traitement.
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L’ammoniaque et le carbonate de sodium sont utilisés pour améliorer 1a digestibilité
du matériel lignocellulosique destiné a I’alimentation des ruminants.

-

1II-1-2-2/ Les prétraitements acides :

L’utilisation du prétraitement acide avant I’hydrolyse enzymatique n’a été énudiée que
récemment. Les acides utilisés sont: 'acide sulfurique, acide phosphorique, et
Pacide chloridrique. Le plus souvent utilisé étant [’acide sulfurique a des
concentrations de I a 3% ; les durées de traitement varient suivant les technologies
utilisées [11].

A Thssue du traitement, 1’effluent liquide renferme des sucres (essentiellement des
sucres en Cs), provenant de Uhydrolyse des hémicelluloses, le résidu solide renferme
la partie cellulosique et la lignine [11].

[fI-1-2-3/ Solvants de la cellulose :

Les solvants tels que : Poxyde de triethylene, thiocyanate de strontium, améliorent
sensiblement la dégradabilité de la cellulose ; le plus efficace est le cadoxen (solution
alcaline d’¢thyléne diamine) qui permet d’atteindre des rendements d’hydrolyse
proches de 90% au lieu de 20% pour le méme substrat non traité. Quant a la lignine,
une mixture alcalin — ethanol — eau, semble €tre un solvant sélectif pour le traitement
de délignification 25, 27].

III-1-3/ Les prétraitements biologiques :
Ce type de prétraitement utilise des micro-organismes ayant la capacité de sécréter des
enzymes capables de dégrader la cellulose, les hémicelluloses et la lignine ; ce sont

généralement des champignons de pourriture blanche, brune et rouge [25, 28].

Le prétraitement biologique, bien que provoquant une augmentation spectaculaire de
la dégradabilité de la cellulose, reste coiiteux.

Toutefois, la combinaison de quelques prétraitements physiques et chimiques, donne
de meilleurs résultats (ex :broyage + prétraitement a la soude).
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Chapitre 1V

Hydrolyse enzymatique
des résidus lignocellulosiques

L’étude des réactions biochimiques se confond pratiquement avec celle des
biocatalyseurs ou enzymes. La nature, la quantité, et la distribution dans la cellule,
déterminent dans une grande mesure ses voies métaboliques .

Il faut noter que la théorie des réactions enzymatiques est compliquée par le fait que, le
poids moléculaire des enzymes mises en ceuvre est trés élevé, et que la structure
chimique de ces agents est encore mal connue, tandis que les composés soumis aux
transformations enzymatiques ont un poids moléculaire beaucoup plus faible, ce qui
empéche 1’étude molaire de ces phénomeénes.

IV-1/ Les enzymes cellulolytiques :

Dans le cas de la biomasse lignocellulosique, POURQUIE.J et VANDECASTELLE.J
[11], citent deux systémes enzymatiques, ['un spemﬁque aux hemicelluloses et 1’autre
spécifique 4 la cellulose.

Les enzymes spécifiques de I'hydrolyse des hémicelluloses ont été beaucoup moins
étudiées que les cellulases, 1l est généralement admis que leur mécanisme d’action est
voisin de celui des cellulases, mais leur activité spécifique leur est nettefnent
supérieure. L’hydrolyse de la cellulose est par conséquent 1’étape limitante du
processus global.

Les cellulases font partie des cytases, ancienne dénomination s’appliquant &
I’ensemble des enzymes solubilisant les parois cellulaires des végétaux, elles sont
excrétées dans le milieu par un grand nombre de champignons et de bactéries durant
leur croissance sur un matériel cellulosique.

Le champignon Tnchoderma Reesei est la meilleure source des cellulases
extracellulaires connues jusque 13, capables d’hydrolyser la cellulose en produits d’un
moindre degrés de polymérisation [12, 29].

Le Trichoderma Reeser est un ascomycete qui représente 1’avantage d’excréter en
grande quantité le mélange adéquat d’enzymes, permettant ’hydrolyse aussi bien de la
cellufose que des hemicelluloses. Il est compté parmi les sources principales des
préparations commerciales des cellulases.
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Ce champignon est cultivé dans un milieu ou le lactose représente la principale source
de carbone. La présence des agents tensio- actifs dans le miliew, facilite la synthese des
cellulases [30].

Les surnageants de culture de tels champignons, contiennent des endo-glucanases, des
exo-glucanases et des 3-glucosidases [30].

Les préparations obtenues avec le Trichoderma Reesei sont beaucoup plus riches en
activité 3 1-4 cellobiohydrolase que 1’on dose sur cellulose cristalline (cellulose
microcnstalline, papier filtre ou fibre de coton) [31].

Conformément a un accord international, chaque enzyme regoit, outre un nom
systématique identifiant la réaction catalysée (souvent un nom trivial), un code a
quatre composants précédé de E.C, sigle de « enzyme classification ».

Le systéme enzymatique cellulolytique est un complexe formé de trois différents types
d’enzymes :

IV-1-1/ L’endo-glucanase (1-4--D-glucane gluc‘éhydrolase : E.C3.2.14):

Ce sont des glycoprotéines dont la partie glucidique peut atteindre 20% de la masse de
I’enzyme, leur point isoélectrique est acide, leur pH optimal est compris entre 4 et 7, et
leur poids moléculaire est voisin de 30.000 a 40.000 daltons, mais dans certains cas 1l
est voisin de 13.000 daltons [12, 32].

Les endo-glucanases, operent d’une fagon aléatoire en realisant des coupure a
I’intérieur de 1a chaine de la cellulose et créent de nouveaux sites d’attaque pour les
exo-glucanases [ 32 .

IV-1-2/ L’exo-glucanase (1-4-3-D-glucane cellobiohydrolase : E.C.3.2.1.91) :

Les exo-glucanases attaquent la molécule de la cellulose en bout de chaine, du coté
non réducteur, en libérant des résidus cellobioses, eclles sont alors appelées
cellobiohydrolases (CBH= B-1-4 glucane 4 cellobiohydrolase ), ou bien en libérant du
glucose, elles sont alors appelées glucohydrolases (GH=B-1-4 glucane 4
glucohydrolase). Elles sont ¢galement capables d’attaquer les cellodextrines, la
cellulose microcristalline, et les fibres du coton [12, 32].

IV-1-3/ Cellobiase ( f-D glucoside-glucohydrolase E.C 3.2.21) :

Les cellobiases liberent du glucose a partir des oligoméres libérés par 1’action d’endo
et ou/ d’exo-glucanases. Leur affinité pour leur substrat augmente lorsque le degrés de
polymérisation décroit, et présente un maximum pour le cellobiose d’ot le nom de
Cellobiase fréquemment utilisé [32, 33].

La stabilit¢ et 'activité maximale de ce complexe sont atteintes 3 pH=5 et une
température égale a 50°C.
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IV-2 / La régulation enzymatique :

L’activité du complexe cellulolytique est soumise a une régulation précise a travers les
inhibitions subies par chacun des constituants. En effet, ces enzymes sont
compétitivement inhibées a chaque stade du processus d’hydrolyse par I’accumulation
des produits d’hydrolyse, ce qui retarde progressivement la saccharification [12].

Les exo-glucanases sont inhibées par le cellubionolactone et le gluconolactone. Le
glucose est aussi inhibiteur, mais c¢’est le cellobiose, inhibiteur compétitif qui influe le
plus sur cette activité. Quant aux cellobases, elles sont trés fortement inhibées par le
gluconolactone, le glucose provoque aussi une inhibition compétitive mais plus faible
(12, 24].

De nombreuses endo-glucanases sont notablement affectées par le cellobiose. Celui ci
est ausst le principal inhibiteur de 1’action coopérative des endo et exo-glucanases
{24].

Les principaux régulateurs sont donc le glucose et le gluconolactone pour les -
glucosidases, et le cellobiose pour les endo et exo-glucanases.

Ces inhibitions dues aux produits des réactions catalysées, montrent tout 'intérét qui

réside dans !’'1solement de souches, dont les enzymes ne sont pas soumises aux retro-
inhibitions pour augmenter le taux de dégradation de la cellulose [12].

IV-3 / Conception actuelle de 1’action de la cellulase :

De nombreux chercheurs ont étudié la dégradation enzymatique de la cellulose, mais
malgré leurs efforts, ce mécanisme est encore imparfaitement connu.

La figure 12, schématise la conception actuelle du mode d’action des différentes
activités enzymatiques sur la cellulose [34] :

Cellulose native > Chaines avec des » Cellobicse ‘ » Glucose

extrémiigs libres

Cx C Celiobiase
endoglucanase 3-1-4 glucan plucosidase
cellobiohydrolase

Figure 12 : Conception actuelle de 1’activite cetluloiytique [34].
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Le mode d’action est décrit par J. POURQUIE et cité dans [36 ] :

= [es exo-glucanases attaquent la molécule de la cellulose en bout de chaine, du coté
non réducteur en libérant les résidus cellobioses.

= Les endo-glucanases opérent de facon aléatoire en réalisant des coupures a
Vintérieur des chaines de cellulose et créent donc des sites d’attaque
supplémentaires pour les exo-glucanases.

s Les cellobiases hydrolysent le cellobiose, mais également le cellotriose et le
cellotétrone, en glucose.

Le mode d’action de la cellulase peut également varier en fonction de la source de
I’enzyme. Néanmoins, ce sont les cellulases bactériennes et fongiques qui ont été les
plus étudiées, notamment en raison de leurs utilisations potentielles en biotechnologie.

Le tableau 7 présente les différents micro-organismes sources importantes des

cellulases : _ -
Tableau 7 : les différents micro-organismes sources importantes des cellulases {2y

| Tricoderma viride | Micromonospora ruminantium |
| Tricoderma koningii : Ruminococcus albus |
L Tricoderma reesel I Ruminococcus Jave facieus |
' Chaetonium indicum ' Bacteriode ruminantum i
| Chatoeniwm rCellulotium Clostridium cellobiomorus '
' Murothecium verrucaria " Clostridium thermoceilulasium

' Agperaillus niger ' Baciilus subtilus

i Rhizopus stoloniter i Arthrobacter luteus

| Sporotricum thermophile i Micro polyspora ;
| Sporotricum pulvericentum ; Clostridium themocellum ‘
]
1P

enecillium rubrum | Cellulomonas U.D.A. i
Penecillium janthinellum | Cellvibro fulvus i
Polyponus versicoler { Cellabrio gibvus |
Basidiomycetes opecies I Sporocytophaga mycoccoides
Helmuntos poinum cvlops | Actinomyvces sp.

Fusarium solani Proactinomyvees sp.
Fusarium oxysporum Noccardia sp.

. Stachvbotys atra

Talaromyces emersonu

Schizophvium commune

Thermonos pora curvaid i




IV-4/ Cinétique de I’hydrolyse enzymatique des résidus

lignocellulosiques :

La cellulose est un substrat complexe et insoluble, les caractéristiques cinétiques de
son hydrolyse enzymatique different de celles d’un substrat soluble. En effet, elles sont
fortement influencées par les facteurs suivants{22] :

1) Nature du systéme enzymatique employé, son mode d’action et 1’effet des produits
d’inhibition sur son activité enzymatique ;

2) Structure et morphologie de la cellulose ;

3} Mode d’interaction entre I’enzyme et 1a cellulose.

La majonté des études antérieures sur ’hydrolyse enzymatique de la cellulose, ont
néghigé le fait que les caractéristiques cinétiques correspondant. & cette hydrolyse
résultent de la nature hétérogéne de ce substrat. Par ailleurs, le modéle de Michadis-
Menten, qui est communément utilisé pour les substrats solubles, a été souvent adopté
pour représenter ces cinétiques, alors qu’il est connu que ce modéle ne s’applique que
dans le cas ou [22] .

» Le systeme réactionnel est homogeéne ;

= L’accessibilité du substrat ne change pas ;

» Existence d’un état quasi-stationnaire ;

» L’équilibre entre I’enzyme et le substrat est atteint instantanément.

Il est évident que ces hypothéses ne peuvent étre valables dans le cas d’un substrat
mnsoluble.

Les propriétés et le mode d’action du systéme enzymatique cellulolytique (action
synérgitique des trois enzymes), déterminent les cinétiques d’hydrolyse de la cellulose
[35]. '

Jusqu’a présent, aucun modele cinétique décrivant ce phénoméne de catalyse
hétérogene n’est satisfaisant, et ce pour les raisons principales suivantes [35] :

* Le substrat est mal defini, tant dans son état initial (surface spécifique, cristallinité,
et degrés de polymérisation), que dans ses transformations au cours de 'hydrolyse ;

* L’enzyme est un complexe, dont le mode d’action global n’est pas éclairci, ce qui
interdit de définir des séquences de réactions faisant apparaitre des entités
moléculaires complétement définies.

Dans ce qui va suivre, nous rapporterons quelques modeéles cinétiques cités dans la
littérature deéfinissant ce phénomeéne.

Humphrey A.F et col, citédans [35], représentent le modéle cinétique de la disparition
de la cellulose comme suit:
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I Iy

B — B
Cx —» L2 —p (

C,: Concentration en substrat solide de la cellulose ;
C, et C, : Concentration en cellobiose et glucose respectivement .

Et
(J’C‘\:’Idl = - Ead_gCXfQ/ (]2—‘-(:'2)

Ou K : Constante de vitesse de la réaction ;
E s . Grammes d’enzyme / grammes de cellulose ;
I : Concentration de cellobiose mhibitrice (g/ 1) ;
I, : Concentration de glucose inhibitrice (g /1 ).

Beltrame P.L et col [37], ont proposé un autre modeéle, qui traduit ’action des enzymes
E, et E, représentées par ’endo et I’exo-glucanase, en se basant sur 1’équation
générale décrivant un processus enzymatique inhibé par un produit I, Féquation de
vitesse est la sutvante :

vy Cx

v=

Ku (1-CyK')+Cs (1+ C¥K 'y

Avec Cg : Concentration du substrat ;
C;: Concentration de |'intibiteur ;
K’jet K’’; : Constantes d’imhabation.

Le schéma: réactionnel est le suivant :
41
E *—— §]

—
K

E + produits
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Gusakov A.etSinitsy[38 ], ont proposé un autre modeéle mathématique décrivant ce
processus. Ce modéle tient compte en plus des produits d’hvdrolyse (glucose et
cellobiose) de : :

= |’adsorption de la cellulase sur la cellulose ;

* la fraction ligneuse contenue dans le maténel lignocellulosique ;
» ]’inhibition de la cellulase adsorbée par le cellobiose ;

* Pinhibition de la $-glucosidase par le glucose ;

* ["inhibition de I’enzvme au cours de la réaction d’hvdrolyse .

Ce modele a été ensuite simplifié, en utilisant de 1a cellulose pure ou la fraction lignine
est absente ; dans ce cas, I’hydrolyse enzymatique peut étre représentée par le schéma
cinétique suivant : K,

K.

Ei+35 ) > E] S » E, +G:
T Kz
E SG;
K K

Eo+G, T EG, — »p Ex+(y

E,+G 5 EG
Ks

E, —  » EM
K,

E2 —— Ein2

Tous les travaux publiés dans ce domaine, ont montré que ce processus est lent, et
qu’une durée allant de 24 2 72 heures est souvent nécessaire pour accomplir cette
réaction. La vitesse d’hydrolyse est élevée pendant les premieres heures, puis diminue
rapidement. :

La figure 13 illustre un exemple d’hydrolyse enzymatique des tiges de mais
préretraitées par la soude caustique :



Concentration A
des sucres(g/1)

Sucres réducteurs
A0

Glucose
760

| i >
10 20 Temps (heures)

Figure 13 : Cinétique de production des sucres par I’action de la cellulase sur des tiges
de mais. pH=4,8, T=50°C, 60g/l de substrat, 10U d’enzyme/g substrat {35].

IV-5 /Bilan de matiére dans les réacteurs enzymatiques :

Le calcul des bioréacteurs enzymatiques s’effectue par la méthode des bilans.
Cette méthode consiste a écrire, pour une substance ou un élément donné, la loi

de conservation de la matiére a un instant donné en un point donné€; celle ci est
définie par [391]:

=  Un flux d’alimentatton ;
*  Un flux de sortie ;

* Un flux de dispartion ;
=  Un flux de création ;

=  Un flux d’accumulation.

Le bilan de matiére s’écrit donc :

Flux " Flux B Flux 4 Flux + Flux

d’alimentation de création  de Sortie de disparition d’accumulation

En régime permanent, le flux d’accumulation est nul.

4

IV-5-1/ Cas des bioréacteurs discontinus :

Soit un réacteur enzymatique discontinu de volume V (figure 14.a )
Le flux d’alimentation est nul ;

s Le flux de disparition de substrat est exprimé par vV dt ;

e Le flux d’accumulation est exprimé par VdS ;

¢ Le flux de création est nul. v
|

Ou v : Vitesse de disparition du substrat ;

; Figure 14 - princi
S : Concentration du substrat ; 13 a- principe
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t: Temps ;
dS et dt; Vanationen S et t.

L’équation du bilan devient :
v.V.dt + V.dS = 0
v=-dS/dt (1)

Suivant I’expression de la vitesse, I’équation du bilan de matiére est exprimé ¢n
fonction des constantes cinétiques et du taux de conversion X .

Le taux de conversion du substrat (x) est défini comme étant la fraction de substrat
transformée par rapport a la concentration initiale :

X=(8-58)/5 (2)

Dans le cas d’une cinétique Michaelienne :
V= Ve S/(S + Km)
L’équation (1) devient :

das Jdt = - A S/ (S + Km)
Vst / Km = - dS 7/ Km —dS /S

Aprés intégration entre S et Sy, 1’équation du bilan devient :

Vitae !/ Km = x.85¢/ Km + Lanf1/(1-x)] (3)

Cette expression n’est valable que pour une enzyme déja connue et de grande stabilité,
car ceci Suppose que :

s L’activité de ’enzyme (Vpa,) soit constante durant tout le déroulement de la
réaction ; ‘

» Absence d’inhibition par le substrat et le produit ;

= [’irréversibilité de la réaction.



La représentation du taux de conversion x en fonction du nombre adimentionnel t* =
Viay - / Km pour différentes valeurs de So/Km permet le choix de la valeur So/Km qu
assure un bon rendement (x ~1) en un minimum de temps (figure 14.b ).

A Sp/Kym=0.1 SoKu=2

So/Kag = 20

> Ve T/ Kot

b : Bilan de matiére

Figure 14 : Cas d’un réacteur discontinu

IV-5-2/ Cas des bioréacteurs continus :

IV-5-2-a/ Réacteur continu parfaitement agité :

Dans ce type de réacteur, les débits d’entrée et de sortie sont égaux a F, le volume
réactionnel est donc maintenu constant et égal a V (figure 15).

F, So

o

F, So, P

—

>

<

Figure 15 : Principe d’un réacteur continu

e Flux d’entrée =F Sy dt
e Flux de sortie = F Sdt

e Flux de disparition du substrat = v Vdt

e Flux d’accumulation = VdS

e Le flux de création est nul.
Le bilan s’écrit done :

F.Spdt = FSdt+v.Vd+VdS (4)

En régime permanent, le flux d’accumulation est nul :

F.Spdt = F.S.dt ~v.V.dt



v=F(Sy—-8)/V

v=(5,-S8/8 avec =V'F (3)

Ou 0 est le temps de séjour moyen ;c’est le temps que metune particule de substrat de
I’entrée a la sortie [40].

IV-5-2-b/ Réacteur continu couplé a un ultrafiltre :

Le principe de ce réacteur est le méme que celui d’un réacteur continu parfaitement
agité simple (RPA), sauf que la fraction soutirée est acheminée vers un dispositif de
séparation (UF) (figure 16.2 ) :

X
So, F S. (1+DF A
Vo } |
Flux
b P Sat
crmea
S.1F
Vatas O K
a : Principe b : Bilan de matiere

Figure 16 : Cas d’un réacteur couplé a I'uitrafiltration

Une partie est alors recyclée vers le réacteur, et une autre partie est recueillie a la sortie
du séparateur (le perméat) [41).

Les différents débits sont :

s F: débit d’entrée dans le réacteur et débit de sortie du module d’ultrafiltration ;
= 1F : débit recyclé, ou r est la fraction soutirée ;
= (1+r)F : débit de sortie du réacteur.

Le volume réactionnel est maintenu constant et égal a V.

+ Le flux d’entrée = FSydt + rSFdt

¢ Le flux de sortie = FSdt + rSFdt = (1+r)SFdt

¢ Le flux de disparition du substrat= Vvdt

¢ Le flux d’accumulation = Vds (en régime permanent, celui ci est nul)



+ Le flux de création est nul.

L’équation du bilan devient :

F.Spdt + F.S.dt = (1+ pF.S.dt + v.V.dt +v.dS {6)

F(So—S) =V

v=F/V(Sy—S) : (7)

L’équation du bilan de matiére en réacteur continu couplé a un ultrafiltre est la méme
que celle établie pour le réacteur continu parfaitement agité simpie.

Dans le cas d’une cinétique Michaelienne, la vitesse d hydrolyse secrit ;
V= Ve S (S+Km)

L équation (7) devient :

Viae S /(S+Km)} = (Sp=S)/ & avec  G=V/F

Voar & Km = XSy/Km + X/(1-X) avec X= (Sp-S)/Sp

La représentation du taux de conversion X en fonction du nombre adimentionnel v
6/Km permet la détermination du temps de séjour minimal, qui assure un taux de
conversion maximal proche de 1 (figure 16.D) .
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Chapitre V

Les procédés & membranes sont des techniques avantageuses du point de vue €nergie,
rapidité, et économie. Elles apportent un moyen de purification efficace, sans générer
de pollutions supplémentaires.

Ces procédés se sont imposés de plus en plus dans des secteurs tels que

I’environnement et le génie biologique, car elles n’impliquent pas de changement de
phase, ni d’élévation de température, elles conviennent tout particulicrement au
traitement des fluides biologiques [42].

Parmi les procédés membranaires commercialisés, les plus importants sont:
{’ultrafiltration, la microfiltration, ’osmose inverse, la séparation gazeuse, la dialyse,
et I’électrodialyse.

V-1/ Principe de "ultrafiltration :

L ultrafiltration est un procédé de séparation de macromolécules en phase liquide par
perméation & travers une membrane semi-perméable, sous I'action d’un gradient de
pression . La fraction du mélange retenue par la membrane est le retentat, celle passée
a travers la membrane (les sels, sucres et autres) constitue le perméat ou filtrat

{ figure 17)[43,44 ]

Alimentation
Membrane +

tubulatre

%

Pression externe

Pin Pe

EEEE

—»
—»
—
—»
—
.

S
\

Rétentat

Figure 17 : Principe général de l'ultrafiltration [44].
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V-2/ Membranes d’ultrafiltration :

Les membranes constituent 1’élément essentiel des techniques de séparation
membranaires ; elles sont classées en deux catégories correspondant i leur structure :
membranes minérales et membranes organiques.

Parmi les membranes organiques utilisées: les polycondensats aromatiques. :elles
présentent beaucoup d’intérét, elles résistent aux fortes températures, et aux pH
extrémes [43, 45].

Les membranes minérales connaissent un développement plus important et présentent
I’avantage d’étre résistantes aux agents chimiques.De plus, elles ont une grande
stabilité thermique (400°C), et une bonne résistance aux grandes pressions (20 a 30
bary [42, 43 ].

Les plus connues sont les membranes CARBOSEP, formées d’oxyde de zirconium
supporté sur du carbone graphite.Elles peuvent ultrafiltrer des solutions visqueuses, et
sont insensibles aux oxydants et aux attaques bactériennes, d’ou leurs applications
intensives dans les bioréacteurs 8 membranes [42,43].

Toute membrane est caractérisée par sa perméabilité et sa sélectivité ; cette dermere est
quantifiée par son seuil de coupure et son taux de rejet.

V-3/ Les différents modes d’ultrafiltration :
L’ ultrafiltration s’effectue de trois maniéres différentes :

V -3-1/ Ultrafiltration en mode discontinu :

Le mode discontinu est souvent utilisé; le retentat est recirculé vers un réservorr, et le
concentrdt est retenu par la membrane (figure 18) {42] .

l > Permeat

Charge

Lo

Figure 18 : Ultrafiltration en mode discontinu [43]
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V-3-2/ Ultrafiltration en mode continu :

Le retentat n’est pas recyclé; il est continuellement extrait.Une deuxiéme pompe
recircule une partie du retentat et de la solution a ultrafiltrer vers la membrane, le
perméat est recueilli de maniére continue ;le débit d’alimentation doit étre égal a la
somme des débits du perméat et du retentat (figure 19) [42].

Pérmeéat
Qp.Cp
Charge i
QfCf Rétentat
Or. Cr

Figure 19 : Ultrafiltration en mode continu [42]

V-3-3/ Diafiltration :

Le mode diafiltration est similaire au mode discontinu, mais le volume du perméat est
remplacé 3 taux constant par un méme volume de solvant, les molécules et les cellules
sont ainst purifiées (figure 20) [ 43 ].

» Pérméat

Solvant Vi

Charge

Figure 20 : Diafiltration [42]

V-4/ Mécanisme de transfert du perméat :

Différents modeéles contribuent a décrire les phénoménes de transfert de matiére en
ultrafiltration :

V-4-1/ Modéle de tamis moléculaire :

La membrane est assimilée 4 un ensemble de pores symétriques identiques, le flux du

solvant Jv est proportionnel a la pression AP et obéit a la loi de Hagen-Poiseuille :
[46, 471 :
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Jv= AP ) (9

ou Jv : le flux du perméat ( 1 /h. m?) ;
T, Tayon moyen des pores (m}) ;
7 : viscosité dynamique du perméat (barls) ;
e : épaisseur de la membrane (m) ;
N : nombre des pores ;
AP : pression transmembranaire..

Cette loi a ét€ simplifiée par Darcy :
Jv=Lp. AP (10)

ot Lp est la perméabilité a I’ean. Ce dernier paramétre est une caractéristique de la
membrane .

La figure -21 représente I’évolution du flux de pérméat en fonction de la pression
transmembranaire pour un solvant pur (courbe 1) et pour une solution de
macromolécules (courbe 2)[47].

Flux du pérméat 4

(Vh.m®)
Courbe 1

Courbe 2

»> Pression transmembranaire(bar)

Figure 21 : Evolution du flux du pérméat en fonction de la pression
transmembranaire [46].

La courbe 1 est linéaire, elle obéit a la loi de Darcy, ce qui n’est pas le cas pour la
courbe 2 (solution complexe) ot le flux est plus faible, et ne varie plus lin¢airement
avec la pression.Ceci est dii 2 ’accumulation des molécules de soluté au voisinage de

la membrane [47].
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V-4-2/ Modéle du film :

Le fluide a traiter s’écoulant tangentiellement & la membrane, il se crée a I'interface
une couche concentrée de matiére avec écoulement laminatre du fluide; c’est la couche
de polansation de concentration. Dans cette zone, les solutés retenus s’accumulent
révérsiblement et deux types de transport se produtsent en sems inverse et
simultanément, dans le sens radial (figure 22) [46] :

o Apport de solutes vers la membrane par convection ;
o Diffusion en retour des solutés vers le coeur de 'écoulement sous l'effet du
gradient de concentration qui s’établit.

Couche
de gel
Membrane ©E° Couche de polarisation N
gconvexinn
—
rétentat
Pérméat
dec
dv
diffugien
s e
Figure 22 : Modéle du film [44].
Lorsque ces deux phénoménes s’équiltbrent, on peut éctire :
J, (C-Cp)=D.dc/dx (11)
Avec D : Diffusivité locale du soluté (m%¥s ")
dc / dx : Gradient de concentration du soluté (kg fm >/ m")
I’mtégration de I’équation (11) conduat a :
J,=D/3.Ln(Cy—Cp)/(C;—C)=K.Ln (C,, — Cp) / (C, - Cp) (12)
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'ou & : Epaisseur de la couche de diffusion ;
K : Coefficient de transfert de matiére ;
C,, : Concentration de soluté i la surface de la membrane

Si cette concentration atteint une valeur C,, correspondant a la saturation, les
macromolécules forment un gel, source d’une résistance supplémentaire au transfert de
matiére. A ce stade, une élévation de pression est sans effet sur le flux de perméat, elle
ne fait qu amplifier Papport des solutés a l'interface avec pour conséquence un
¢paississement du dépdt de gel [48].

V-4-3/ Modéle osmotique :

Les hypothéses émises lors de I’établissement de ce modele (figure 23) sont [48, 49] :

* Le gradient de concentration existant de part et d’autre de la membrane devient
suffisamment important quand la pression augmente pour induire une différence de
pression osmotique Al non négligeabie devant la pression appliquée ;

=  Pour une solution donnée, la pression osmothue peut étre reliée a la concentration
par une loi polynomiale .

De ces hypotheses, on aura :
J=APgs/pRy=(AP-AT)/pRy (13)
Ou i Viscosité dynamique (Pa/S) ;
J : densité du flux de solvant (m*fm %) ;

Rm : Résistance de la membrane propre (m™).

En présence de solutés, différents phénoménes prennent naissance au miveau de la
membrane, la densité du flux aura pour expression :

Jv=(AP- ATT) / [ty (R *RJ)]

Avec R,: Résistance due au colmatage de la membrane et éventuellement au gel (m™)

V-5/ Colmatage des membranes :

Le colmatage des membranes est le princtpal probleme rencontré en ultrafiltration. II
se manifeste par une diminution du débit de perméat recueilli, et a pour conséquence
négative des coits de nettoyage élevés.

Le colmatage est une modification des propriétés filtrantes de la membrane en cours

d’utilisation a la suite du dépdt ou de I’adsorption de matieressCette modification peut
étre réversible si elle disparait aprés P'arrét de la filtration s ou uréversible s’i est
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nécessaire de procéder 4 un nettoyage hydraulique ou chimique pour restaurer les
propriétés initiales [42].

Le colmatage peut étre d’ongine [46] :

= Physico-chimique : adsorption de molécules sur le matériau membranaire, a la
surface ou dans les pores (limite de solubilité atteinte dans la couche de

polarisation);

» Meécanique : dépot de particules, blocage de certaines especes dans les pores du
réseau membranaire ou les rugosités de la surface.

Il existe des techniques de décolmatage en continu telles que l'utilisation de
promoteurs de turbulence ou de champs électriques, I'inversion de flux ou « back-
flushing »... |
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Lorsqu’un théoricien trouve un résultat nouveau
personne n'v croit sauf lui :

et lorsqu'un expérimentateur trouve un resultat
nouveau, tout le monde y croit sauf lui.

( Jean Le Maitre)
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Chapitre VI

Caractérisation et prétraitements
des grignons d’olive

Introduction :

Avant d’entamer 1’étude de I’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive dans un
réacteur discontinu et dans un réacteur continu 4 membrane, nous avons Jugé
necessaire de déterminer le mode de préparation du substrat, ses caractéristiques
chimiques, et ses prétraitements.

VI-1/ Mode de préparation du substrat :
VI-1-1/ Matériels et méthodes :

Le grignon d’olive a été prélevé au niveau de la région de Tadmait, durant la
compagne oléicole 1995-1996.

L’échantillon prélevé est constitué de pulpes et de fragments de noyaux; il a été
conditionné dans des sacs en plastique, puis traité comme suit -

* Scchage : L’échantillon a été séché a 70 °C pour une meilleure conservation :

" Broyage : Il a ét€ ensuite finement broyé par un moulin de type RETCH, puis par
un broyeur a machoire « Fritsch pulverisette » type 02.102, N°4297, 220 voit.

= Tamisage : La poudre obtenue a été tamisée par un tamis de granulométrie égale a

460uum.

VI-2/ Détermination des caractéristiques chimiques des grignons
d’olive :

VI-2-1/ Matériels et méthodes :

a) Humidité : c’est le rapport exprimé en pourcentage du poids de I’eau contenue dans
un materiau, au poids du solide sec. Le substrat de masse M, est séché dans I’étuve a

une température de 110°C jusqu'a ’obtention d’une masse constante M,. L’humidité
est calculée par la relation suivante :

H= (Mo — M]) /Mo
b) Matiere séche : ¢’est le résidu obtenu aprés séchage 4 110°C :

MS=100-H



¢) Cendres totales : c’est le résidu obtenu aprés calcination & 550°C du substrat déja
séché. '
La détermination des éléments minéraux est réalisée par photométrie de flamme.

d) Matiéres grasses : la teneur en matiéres grasses est déterminée par pesée, apres
extraction a I’éther de pétrole et séchage a I’étuve durant 48 heures.

¢) Matiéres azotées totales : elles sont déterminées par la méthode de Jeldahl.Letaux
des protéines est obtenu en multipliant la teneur en azote total par 1e tacteur
conventionnel 6,25. ‘

f) Cellulose brute : elle est déterminée par la méthode de WEENDE (annexe 1) .Elle
correspond au résidu organique insoluble obtenu apres attaque acide (H,SO, 0,26N) et
alcaline (NaOH 0,3 IN) du substrat.

o) Composés pariétaux : la teneur en composés pariétaux (ceilulose, hemicellulose et
lignine) est déterminée par la méthode de Van-Soest (annexe 2).

Cette technique permet d’isoler successivement trois résidus :

= NDF (neutral detergent fiber) qui constitue I’essentiel de la paroi végétale ;
= ADF (acide detergent fiber) correspond 4 la lignocellulose ;

» ADL (acide detergent lignine) correspondant a la lignine.

VI-2-2/ Résultats et interprétations :

Les caractéristiques chimiques des grignons d’olive sont regroupees dans le tableau c1
dessous :

Table:,u 7 : Caractérisation chimique des grignons d’olive en % de la matiére seche.

‘Matiére séche . . . Coa 189,10 - o il i AT
Matiéres organiques 95,22

Matieres grasses 11,73

Cendres totales 4,78

Maiiéres azotées totales 7,32

Cellulose brute 46,20

Hemicellulose 23,83

Lignine 19,89

Les teneurs moyennes en éléments minéraux : potassium, calcium, et sodium sont
données dans le tablean qui suit :
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Tableau 8 : Teneur en éléments minéraux (% de la matiére séche)

Elément i Teneur
Potassium 0.098
Calcium 0.37
Sodium 0.19

Sur la base de la composition chimique de Weende, et comparativement aux autres
aliments grossiers (paille, foin), les grignons d’olive ont une teneur en constituants
pariétaux inférieure i celle de la paille et du méme ordre de grandeur que celle du foin.
L’utilisation de la méthode de fractionnement de VAN SOEST, met en relief la
singularité de ce sous-produit, .car malgré un contenu cellulaire et une tenmeur en
matiéres azotées totales favorables, ce résidu posséde une valeur nutritionnelle et
énergétique tres faibles.

Ainsi, la faible valeur nutritive des grignons d’olive n’est, dés lors, due qu’a leur
nature lignocellulosique (90% de I’azote total est lié a la fraction lignocellulosique) et
ala détérioration de la fraction azotée durant les processus technologiques(extraction
de I’huile, séchage des grignons).

La fraction carbohydrates (cellulose et hemicellulose) est trés importante et fera [ objet
de notre étude, c’est cette partic du complexe lignocellulosique qui sera la cible de
I’attaque enzymatique.

VI-3/ Les prétraitements des grignons d’olive :

VI-3-1/ Matériels et méthodes :

= Prétraitement physique : 11 consiste a broyer le substrat et le tamiser .

= Prétraitement chimique : Les conditions habituelles de ce prétraitement sont : une
concentration de soude de 8 a 12%, exprimée par rapport a la matiére séche mise en
ceuvre, maintien de la température entre 80 et 120°C pendant une durée de 60 a
120mn.

Pour optimiser les parameétres physico-chimiques cités ci-dessus, nous avons procede
comme suit

= Concentration de la soude varie de 0 2 0,2 g par g de grignon d’olive;

= Concentration des grignons varie de 50 a 200 g par litre de solution ;

» Température varie de 50 a 120°C ;

* Durée du prétraitement varie de ¢ a 120 mn.
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VI-3-2/ Résultats ef interprétations :

A/ Optimisation des paramétres physico-chimiques du prétraitement chimique :

¢ La figure 23, illustre I’évolution au cours du temps de la concentration des sucres
réducteurs en fonction de la concentration de 1’alcali . Nous constatons que plus la
concentration de la soude est élevée et plus la concentration des sucres réducteurs
augmente et atteint une valeur maximale 4 la concentration de 5g /I de NaOH, .cette
derni¢re permet de solubiliser la plus grande partie des hemicelluloses .
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Figure 23: Evoiution en fonction du temps de la concentration des
sucres réducteurs pour différentes concentrations de la soude.
So =50g/I, T=100°C

¢ La figure 24, représente 1’évolution en fonction du temps de la concentration des
sucres réducteurs pour différentes concentrations de grignons d’olive. Nous
remarquons que I’augmentation de la concentration du substrat jusqu’a 200 g/l, ne
fait augmenter que faiblement la concentration du produit. Nous avons alors opté
pour une concentration de I'ordre de 100g/l de grignons, afin d’éviter les
limitations de transfert de matiére dues 4 la forte densité du milieu.
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Figure 24 : Evolution en fonction du tempsde la concentration des
sucres réducteurs pour différentes concentrations desubstrat.
[NaOH}=5g/, T=100°C

¢ Les résultats expérimentaux relatifs a I’effet de la température sur la concentration
des sucres réducteurs sont représentés par la figure 25. Nous constatons que
I’action de la soude est lente a basse température, par contre elle devient rapide en
présence de la chaleur. La température de 100°C donne le meilleur résuitat.
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Figure 25 : Evolution en fonction du temps de la concentration
des sucres reducteurs pour différentes températures. So= 1003/3
' [NaOH]=5g/I




¢ D’aprés les figures 23, 24, 25, nous constatons qu’une durée de traitement de une
heure suffit pour atteindre les concentrations les plus élevées des sucres réducteurs.

Les mécanismes de action des alcalis sur les constituants pariétaux ne sont pas
totalement élucidés, et plusieurs informations sont déduites des traitements plus
drastiques appliqués dans I'industrie du papier.

Dans le complexe lignocellulosique, les constituants: cellulose, ~=micellulose, et
lignine forment une matrice trés résistante 4 Uattaque enzymatique, Plusieurs auteurs
ont mis en évidence la liaison entre la lignine et les composés pariétaux, et en
particulier entre la lignine et les hemicelluloses. Ces composés ct les ponts
d’hydrogéne formés a lintérieur des chaines glucidiques détruisent le pouvoir de
dilatation de la cellulose et empéchent les micrc organismes et les grandes molécules
comme les enzymes d’accéder a la cellulose .Seuls les composés de faible poids
moléculaire peuvent encore y pénétrer [50,5 1].

Selon Feist W. [52], Berger L.[53], et Ford W, [54], Le grossissement et la dilatation
des parois constituent la premiere €tape de ’action de I'alcali: .

A température élevée, les parois cellulaires continuent a grossir jusqu’a ce que les
cellules se séparent et que les liaisons soient rompues. Par ailleurs, il y aurait une
saponification des liaisons €ther. formées entre les acides acétiques et phénoliques et
les polysaccharides et/ou la lignine, soit ’hemicellulose et la lignine.

De plus, sous des conditions de température élevée, la lignine subit une série de
réactions sous 1’action de I’alcalis, dont la plus importante serait la rupture des liaisons
entre les unités phenyl propane avec formation concomitante de groupes phénoliques
libres de faible poids moléculaire . E. M.DUSTERHOFT et G.VORAGEN [55], ont
montré que 40 a 70% de ligmne est solubilisée par I’alcali:, et que I'efficacité du
traitement a la soude dépend de la nature du matériel Jignocellulosique a traiter.

B/ Influence du prétraitement i la soude sur la composition chimique des
grignons d’olive :

Les résultats de ’analyse chimique du grignon d’olive traité a la soude aux conditions
opératoires optimales (concentration de la soude de 5 ¢/1, concentration de grignons
d’olive de 100g/1, température de traitement de 100°C et une durée de traitement de 1
heure), sont présentés dans le tableau 9



Tableau 9 : Composition chimique du grignon d’olive traité et non traite
(en % de la matiere séche)

Grignon - | Grignon .. s:

non traité | traité
Matiére séche 89 AL s 84,227 LD T
Cendres totales 4,78 10,28
Matiéres grasses 11,73 8.94
Matiéres azotées totales |7,32 6,67
Cellulose brute 46,20 42,53
Potassium 0,198 0,17
Sodium 0.19 - 10,151
Hemicellulose 23.83 10,25
Lignine 19,89 13,07

Nous constatons que le grignon traite présente une teneur élevée en cendres totales.
Selon NEFZAOUI [7], ceci résulte probablement d’un lavage des olives peu efficace et
des conditions climatiques mauvaises au moment de la cueillette.

Le traitement a la soude fait diminuer les teneurs en hémicellulose et en lignine de
13% et de 6% respectivement. Les diminutions des teneurs en cellulose, en matieres
azotées totales et en matiéres grasses aprés traitement, sont pratiquement faibles.

Ces résultats semblent étre proches de ceux obtenus par AGUILERA J.E [56] et
MOSS AR [57].

Par ailleurs, SUSUMU et col {58], en appliquant un traitement & la vapeur ont obtenu
de meilleurs résultats.

Conclusion :

[ ’étude de la caractérisation chimique des grignons d’olive a montré que ce résidu est
riche en carbohydrates, cible de l'attaque enzymatique, et pauvre en azote.

L’optimisation des conditions opératoires du prétraitement chimique a montré, que ce
dernier est efficace aux conditions suivantes : concentration de la soude de 5g/,
concentration de substrat de 30 a 250 g/l, température de 100°C et une durée de
traitement de 1 heure.

La composition chimique du grignon d’olive aprés prétraitement & la soude nous a
permis de constater, que Palcali agit principalement ‘sur I’hémicellulose et
partiellement sur la lignine.
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Chapitre VII

Etude de la cinétique enzymatique
des grignons d’olive dans un réacteur discontinu

Introduction :

Les réacteurs discontinus ont un fonctionnement simple et économique. C’est la
raison pour laquelle, nous avons utilisé un tel réacteur, pour déterminer grace a des
expériences a Déchelle laboratoire, des conditions d’hydrolyse transposables au
réacteur continu couplé a I’ ultrafiltration.

Vil-1/ Matériels et méthodes :
VII-1-1/ Matériels :

Les expériences de ’hydrolyse enzymatique en mode batch ont consisté a mettre en
contact, dans un réacteurbéchey; plongé dans un bain marie de température ggale a
50°C et maintenu sous agitation modérée et continue a I’aide d’un barreau magnétique,
des quantités données d’enzyme et de substrat (figure 26).

Thermocouple 7
—P

f

Bain marie
——

1% Barreau magnétique

Figure 26 : Principe du réacteur discontinu

¢ Enzyme cellulolytique : une préparation enzymatique en poudre, purifiée,
fabriquée par la firme SIGMA a été utilisée. Clest une ceilulase EC 3.2.1.4.
d’origine fongique (Trichoderma Reesei) dont Pactivité cellutolytique est de 5,08
units/mg (Conditions CMC, pH=5, T=37°C).

¢ Tampon acide acétique/acétate de sodium 0,05M et pH=5 :|
Les solutions stock A et B sont préparées comme suit :

A * Solution acide acétique 0,5M (28,87ml de CH;COOH + eau pure ¢.s.p. 1 litre) ;
B - Solution d’acétate de sodium 0,5M (68g de CH;COONa ou 122g

CH;COONa.3H;0 + eau pure q.s.p. 1 litre).



Pour obtenir une solution tampon 0.05M et plH=5. on mcélange 37 ml de la solution A
et 88 mi de la solution B et on dilue avec de I'ean distillée jusqu'a un-volume total
d’un litre.

VII-1-2/ Méthodes

Dosage des sucres réducteurs : cette technique a été¢ mise au point par BERNFELD
cité dans [59]c’est une methode basée sur la formation d’un chromatophore entre le réactif
DNS et les terminatsons réductrices des molécules des sucres. En effet, a température
élevée. en milieu basique et en présence des sucres réducteurs, le réactif’ DNS de
couleur taune est réduit en acide 3. Amino-5-nitrosalicylique (brun), et les groupements
aldéhydes des sucres sont oxydés en groupements carboxyles.

Réactif DNS -

Acide dinitrosalicylique 1%
Phénol 0.2%
Sulfite de sodium 0.05%
NaQH 1%

Rochelle sali (Tartrate double de sodium 40%
et de potassium )

Ctaion : Gilucose

Les réactifs doivent étre mélangés dans Pordre indiqué ci-dessus a 1'exception du
Rochelle salt qui dott étre préparé seul et ajouté aux échantifions aprés ébullition.

Mode opératoire : mettre 3ml d’échantillon convenablement dilué dans un tube 2
cssal. ajouter le réactif DNS. agitez_le et plongez.le dans un bain marie bouillant
pendant 5mn. ajouter alors Tml de Rochelle sait ct laissez-le refrotdir, Lite la densité
optique a 575 nm.

Dosage du glucose par la méthode enzymatique aglucose-oxidase/peroxidase :

Cette technique a été proposée par KESTON et TELLER [41].Elle consiste en
I"application d"un couple enzymatique glucose-oxidase/peroxidase. Le produit formé
posséde une absorbance 4 510 et 550nm. Cette méthode donne des résultats en
correlation avec ceux obtenus par la méthode & 1"hexokinase.
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Principe :

Gilucose
Glucose + O. + H-O > Acide gluconique + H.0,
Oxidase
Réactifs : Systéme enzymatique :
Peroxidase
H-+0; + Phénol + 4aminoantipvrine ‘ > Cuinoneumine + 2 H-O
4-Aminoantipyrique 0,25 mmol/l
Glucose-oxydase (Aspergillus) >20000 UA
Peroxydase | 21000 UA
Tampon : :
Phénol 16 mmol/l
Préservatif : Azoture de sodium 0,5 g/l
Etalon :
Glucose 100 mg/dI (5,55 mmol/1)

Mode opératoire :

Préparer des dilutions de concentration de 1 4 4g/1 a partir de [’étalon glucose. Prélever

de chaque dilution 1ml, ajouter lmi de glucose-oxydase. Lire 4 510 ou a 540 nm la
D.O. de chaque échantillon. La coloration est stable au moins deux heures si les

€chantillons ne sont pas exposés a une lumiére intense.

Détermination de 1’activité enzymatique : ’activité de la cellulase a été déterminée
selon la méthode décrite par MANDELS, ANDREOQTTI et ROCHE [60].



Mode apératoire :

Introduire dans des tubes a essa Imi de la solution tampon Acétate 0,05 M et pH=4.8,
ajouter 0,5 mi de la solution enzymatique (enzyme convenablement diluée), v
introduire le papier filtre Wattman N° 1 (dimension 1x 6 c¢m) soit 50mg.

Deux dilutions d’enzyme doivent étre utilisées, une dilution capable de libérer plus de
2mg/t de glucose et une autre capable de hibérer moins de 2mg/l de glucose. Incuber a
50°C pendant une heure. Ajouter 3ml de DNS pour arréter la réaction.

Placer les tubes dans de I"eau bouillante pendant 5 4 15mn et déterminer la quantité de
sucres réducteurs en utilisant comme étalon le glucose.. Inclure un essat a blanc sans
papier filtre pour éliminer la quantité de sucres présents dans la préparation
enzymatique.

L activité est exprimée en FPU qui est basé sur la libération de 2 mg de glucose
équivalent.

VII-2/ Resultats et interprétations :

VII-2-1/ Recherche des conditions opératoires optimales de Pactivité
cellulolvtique :

o pH: iLa démarche expérimentale qui nous a permis de déterminer le pH optimal de
Pactivité enzymatique de la cellulase est [a suivante : des mesures des activités
catalytiques de 'enzyme dans les conditions standards sont effectuées a différents
pH(Ga7). '

Les résultats sont représentés sur la figure 27. Nous remarquons que la cellulase
présente une activité catalytique maximale a pH=5.

Activité %

Figure 27 : Evolution de Yactivité enzymatique de la celiulase en
fonction du pH a T=50°C
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Ce résultat est conforme 4 celui obtenu par plusieurs auteurs; LINKO M.[61] a obtenu
des valeurs de pH optimal allant de 4 a 5 pour Pactivité cellulolytique des cellulases
d’origine fongique, testée sur des substrats purs.

De méme, VANBELLE et col [62], ont obtenu un pH optimal de Pactivité
cellulolytique allant de 3,8 a 5,2.

»  Température : La méme démarche citée précédemment a été suivie. Des mesures
des activités catalytiques de la cellulase sont effectuées a différentes températures.

Les résultats expérimentaux représentés par la figure 28, montrent que la cellulase
présente une activité maximale 2 50°C et atteint 78% et 75% de cette performance a
45 et 55°C respectivement.

Activité enzymatique (%)

485 50 ==

Températures (°C}

Figure 28 : Evolution de Factivité enzymatique de la cellulase en fonction de
la température a pH=5

Pour cette enzyme, le profil décrit est proche de celui obtenu par plusieurs auteurs
[63,64]; en effet les températures optima concordent.

VII-2-2/ Etude de la dénaturation thermique de la cellulase :

L’étude de la thérmosensibilité de la cellulase a été effectuée sur un substrat standard
(papier filtre Wattman N°1).
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L’élévation de la température provoque un effet de dénaturation de la protéine
constituant ’enzyme. Elle devient instable et inactive A partir d’une certaine
température.

Pour évaluer cette dénaturation, un échantillon de la préparation enzymatique (0,5
mg/ml) est maintenu a une température donnée pendant plusieurs heures et
réguliérement une aliquote de cet échantillon est prélevée et son activité enzymatique
"est mesurée dans les conditions standards. La méme expérience est renouvelée a
d’autres températures. '

Les activités avec préchauffage de ’enzyme sont calculées et comparées a ’activité de
la cellulase sans préchauffage, par le calcul des activités résiduelles (Ar) définies par la
formule suivante :

Activité avec préchauffage
%

Ar=
_  Activité sans préchauffage
La représentation de 1’évolution au cours du temps des activités de la cellulase en

fonction des températures de préchauffage en figure 29, montre que la température
influe fortement sur 1’activité enzymatique.

Une incubation de 5 heures 4 50°C ne parait pas entrainer d’inactivation.

A 60°C, l'activité imitiale est réduite de moins de 70% aprés cinq heures de
préchauffage.

A 70°C, I'activité résiduelle au bout de cing heures d’exposition n’est plus que de
15%. Elle chute & 7% a 80°C.

120 -

3

2 & T=50°C
i}

= W T=80°C
§ AT=70°C
8 ® T=30"C
Z |#7=80°C
<

-4

Temps (heures)

Figure 29 : Effet du préchauffage sur I'activité résiduelle de la cellulase
a pH=5 et T=50°C
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A température donnée, de nombreux facteurs influencent la vitesse de la dénaturation
thermique des biocatalyseurs. La composition du milieu d’incubation (concentrations
en enzyme, en substrat ou en effecteur, pH, force lonique, agitation).

Plus souvent, les protéines et certains polymeres protegent les enzymes purifiées
contre la dénaturation {29,65,66].

VII-2-2/ Détermination de Uactivite enzymatique de la cellulase :

L’activité cellulolytique déterminée est A=0,889 FPU.

Il est & noter que I'activité enzymatique de la cellulase déterminée expérimentalement
est différente de celle donnée par le fabriquant de Penzyme. Selon J.C. COLLIN et
R.DELECOURT {33}, la mesure de D'activité¢ catalytique varie avec les conditions
analytiques et souvent avec le substrat utilisé, surtout quand celui-ci est complexe et le
grand désavantage des méthodes basées sur une mesure de 1’activité enzymatique est
leur dépendance totale vis a vis des conditions de la méthode.

VII-2-3/ Recherche des conditions optimales de [’hydrolyse enzymatique :

a Le pH utilisé pour cette étude est le pH optimal de activité cellulolytique : pH=5 ;

a La température utilisée est la température optimale de ["activité cellulolytique :
T=50°C

o Concentration de 1’enzyme : une série d’hydrolyse a été effectuée pour différentes
concentrations d’enzyme (de 0,7 & 7g/1, soit un rapport E/S de 0,06 a 0,2 gramme
d’enzyme par gramme de grignon d’ ohve) a2 pH =5, une température de 50°C et
une concentration de grignons d’olive de 33,4 g/l.

La figure 30, illustre 1’évolution du rendement de saccharification en fonction du
temps pour différentes concentrations d’enzyme.

Nous remarquons que les plus hauts rendements de saccharification atteints dans ces
essais sont obtenus pour des concentrations d’enzyme de 4g/1 et 6g/1 .
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Figure 30 : Evolution au cours du temps du rendement de
saccharification en fonction de la concentration d'enzyme.
[S0]=33,4g/l, T=50°C et pH=5
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Ces mémes quantités d’enzyme, donnent les rendements de glucose les plus élevés
{figure 31).

18

16

12 ®[El=1g/
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o

Rendement du glucose (%)}
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Figure 31: Evolution au cours du temps du rendement du glucose en
fonction de la concentration d’enzyme. [E]=4g/l, [S]=33,4 g/l, pH=S5,
T=50°C

L’évolution des rendements de sacchartfication (obtenus aprés 24 heures d’hydrolyse)
en fonction de la concentration d’enzyme représentée en figure 32, montre que ces
derniers sont trés proches pour les quantités de cellulase 4 et 6 g/l avec un léger exceés
pour 6 g/L.



Rendement de saccharification (%)
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Figure 32: Evolution du rendement de saccharification en fonction de la
concentration d'enzyme. [E]=4g/, [S]=33,4g/l, T=50°C, pH=5.

D’aprés ces résultats, 4g/l est la concentration optimale de la cellulase pour
I’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive.

Pour la suite de notre travail, nous avons donc choisi une concentration d’enzyme de 4
g/l qui parait donner des résultats tres proches de ceux obtenus a 6g/1.

VII-2-4/ Cinétigue d’hydrolyse enzymatigue :

De part. sa complexité, son hétérogénéité et son insolubilité, I'hydrolyse de Ia
cellulose est contrdlée par plusieurs étapes [65] :

- Transfert des molécules enzymatiques de la phase liquide a la surface de la
cellulose ;

- Formation d’un complexe enzyme-substrat par adsorption des molécules de
I’enzyme sur la surface des particules cellulosiques ;

- Transfert des molécules du réactant -eau- au site actif du complexe ES ;

- Réaction au niveau de la surface du complexe ES entre eau et cellulose ;

- Transfert des produits solublesde I’hydrolyse (glucose et cellobiose) de 1a cellulose
vers la phase liquide ; '

- Décomposition du cellobiose en glucose dans la phase liquide.

11 a 4té rapporté [65], que la résistance au transfert de matiere est considérablement
réduite en assurant une agitation favorable pour une concentration de substrat bien
déterminée. La vitesse d’agitation de la solution dans ces expériences est de 250 3 270
tours par minute.
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L’expérience consistait a mesurer la vitesse initiale d’hydrolyse enzymatique (vp) 2
différentes concentrations inttiales en substrat (Sp). vy était évaluée d’aprés un dosage
des sucres réducteurs apparus dans le milieu réactionnel |

Les conditions opératoires étant fixées : pH=35, température =50°C, concentration
d’enzyme = 4g/1, la concentration des grignons d’olive varte de 10g/1 4 200g/1.

Les données collectées (Figure 33) indiquent que, la concentration des sucres
réducteurs augmente au début puis tend a se stabiliser apres 10 heures d’hydrolyse
pour chaque concentration de grignon utilisée. Ce ralentissement de la vitesse de
production des sucres réducteurs, selon plusieurs auteurs, est di 4 de nombreux
facteurs.
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Figure 33: Cinétique de production des sucres reducteurs pour
différentes concentrations du substrat So. {E]J=4g/f, T=50°C et pH=5

YOUNG-HUNLEE et co/ [3,6], en étudiant la cinétique d’hydrolyse enzymatique de la |
paille prétraitée a la soude, ont attribué la diminution de la vitesse d’hydrolyse a
plusieurs facteurs :

¢+ Transformation de la cellulose en une forme structurale pllis résistante ;
# Inhibition de ’activité enzymatique par I’accumulation de produits d’hydrolyse.

POURQUIE et cof [11] et GUSAKOV V. [67], ont étudié '’hydrolyse enzymatique

des tiges de mais prétraitées a la soude et ont expliqué le ralentissement de ce
processus par ;
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a L’hétérogénéité du substrat, en effet les parties les plus facilement dégradables sont
hydrolysées les premiéres ;

g L’inhibition par les produits de la réaction d’hydrolvse

a L’mactivation thermique de ’adsorption irréversible d’une partie des enzymes sur
le substrat. '

DESHPANDE M. et cof [68], ont étudié I’hydrolyse enzymatique de la paille de blé
prétraitée par l’explosion thermique ;ils ont attribué la diminution de la vitesse
d’hydrolyse aux facteurs suivants :

+ Les hemicelluloses et la cellulose amorphe, qui sont plus accessibles, sont
hydrolysées en premier licu et a grande vitesse ;

+ [La fraction ligneuse restante forme une barriére pour ’hydrolyse.

La figure 34, illustre ’évolution des vitesses initiales en fonction de la concentration
des grignons d’olive introduite. Nous remarquons qu’au fur et a mesure que Sy
augmente, il y’a d’abord un accroissement de v, pour des concentrations S, allant de
10 a 33,4¢/1, puis la vitesse plafonne (33,4g/1 a 67g/1) et ensuite tend a diminuer pour
les valeurs de S, allant de 67 g/1 4 200¢/1.

Vitesse initiale 10*((gtt.mn}

0 50 100 150 200 250
Concentration initiale (g/ 1)

Figure 34 : Iinfluence de 1a concentration initiale du substrat sur
la vitesse initiale - de saccharification. [So0]=33,4¢/l, T=50°C et pH=5

Plusieurs auteurs [23,36,37], ont attribué la diminution de v, aux fortes concentrations
de substrat, a une inhibition de I’activité enzymatique par un excés de cellulose d’une
part, et d’autre part & ’hydrodynamique du systéme réactionnel. En effet, YOUNG-
HUYUNL et FAN L.T [36], ont rapporté que, les particules cellulosiques sont
constituées d’innombrables capillarités ou pores qui en solution, tendent a retenir des
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volumes importants d’eau (taux d’humdite éleve). Cect a pour conséquence de rédutre
les mouvements du systéme cellulose-cellulase dans la phase aqueuse, et par la méme
d’entraver sigmficativement la cinétique d hydrolyse.

Les figures 35 et 36 donnant 1’évolution du rendement de saccharification global et le
rendement de glucose en fonction de la concentration des grignons d’olive introduite
montrent que ces deniers. afteignent leurs valeurs maximales (48% et 16%) a la
.concentration des grignons d’olive de 33,4g/1.

Nous remarquons également que l'augmentation de la concentration des grignons
d’olive de 33,4 a 200 g/l, limite le rendement de saccharification global. Cette
limitation selon SCZODRAK J[69], peut étre due principalement aux difficultés de
’agitation et a I’accumulation de produits finaux d’inhibition.
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Figure 35 : Evolution du rendement de sacharification en fonction de
+ la concentration initiale des grignons d'olive. [E]=4g/l, pH=5, T=50°C
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Figure 36 : Evolution du rendement du glucose en fonction de la

concentration initiale des grignons d'olive. [E]=4g/l, pH=5, T=50°C Il

Les meilleurs rendements d’hydrolyse que nous parvenons a atteindre sont
généralement proches de ceux obtenus par d’autres expérimentateurs (Tableau 10).

En ce qut concermne le rendement de glucose obtenu, SZCZODRACK.J[69] et
THOMAS H. et col [70], ont obtenu des résultats similaires. A ce propos, et pour
augmenter le rendement du glucose, SCZODRAK J et col [69,75,76], ont proposé
I"utilisation des mutants de Trichoderma Reesei, dont I’activité de la 3-glucosidase est
élevée, ou encore ajouter au systeme enzymatique utilisé, une autre enzyme d’origine
Aspergillus Niger qui elle, est riche en activité 3-glucosidase.

D’autre part, la représentation en double inverse de LINEWEAR et BURK:
1/ve=f{1/Sp), donne lieu a une cloche. La cinétique d’hydrolyse n’est donc pas
Michaelienne. Pour ce qui est des vy correspondant a la gamme des Sy compris entre
10g/1 et 67 g/l, cette représentation {1/vy=f(1/Sy)) est linéaiwre. Le coefficient de
corrélation R? est de 0,957. Cette cinétique obéit donc a la loi de Michaelis et Menten
pour les faibles concentrations de grignons d’olive ( figure 37).
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Figure 37: Représentation de Linear et Burk pour la detérmination
graphique de Vmax et Km pour [E]=4g/l, T=50°C ot pH=5
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Référence bibliographique

Systéme enzymatique

Conditions de saccharification

Rendement de

sacchartfication
Substrat pH T° Durée (%)
Beltrame P.(1984) [37] Trichoderma Viride + Pate a papier 48 50 24h 90
Aspergillus Niger 10414 g/l
Scszodrak J.(1988) [68] Trichoderma Reesei FF.522  Paille de blé 45 50 48h 73 (73% glucose)
25 g/l
Thomas H.et co/ (1982) {70]  Trichoderma Reesei Papier journal 4,8 50  24h 48
MCG.77 50 g/l
Fox D.J.et cof (1989) [71] Trichoderma Reese1 C-30  Bagasse 48 50  48h 56 (31,5% glucose)
75¢/1
Coton 45 50  48h 74
Alexander Vet col (1986) [72] Trichoderma 50¢/1
Longibrchitum
Douglas B,(1988) [73]. Trichoderma Reesei Déchets 48 50 24h 53
QM94146 Solides
municipaux
Vallander. L. (1983) [74] Trichoderma Reesei 24h 90

?

Paille de ble 50 50

Tableau 10 : Quelques données de la littérature relatives 2 la saccharification des matériaux
Lignocellulosiques en réacteur batch.
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Ceci permet de déterminer graphiquement les paramétres cinétiques V., €t Km du
modele de MICHAELIS et MENTEN simple. Pour rappel, ce modéle de base de
I"enzymologie est normalement valable pour une enzyme non allostérique agissant en
milieu homogeéne sur un seul substrat et avec formation d’un seul complexe enzyme-
substrat s’écrit :

V0o = Viax SO/(SO+Km)

Avec :

vy vitesse initiale d’hydrolyse du substrat S (unité recommandée : mole de substrat
transformées/ mn/ 1) ;

Vmay . VItesse maximale d’hydrolyse du substrat S (méme unité que vp) ;

Sp : concentration initiale en substrat S (mole/l) ;

Km : Uaffinité de I’enzyme pour ce substrat (méme unité que So).

Les valeurs déterminées graphiquement sont :
Vinax™ 0> 1 g/lmﬂ
Km = 744,46 /1

A défaut d’¢tudes cinétiques de Dhydrolyse enzymatique des résidus
lignocellulosiques et particuliérement des grignons d’olive par la cellulase, les valeurs
de Km et v, n’ont pas pu étre comparées.

La figure 38, donnant I’évolution de I'inverse de la vitesse initiale en fonction de la
concentration du substrat: 1/v,=f(So), permet de tracer une droite aux fortes
concentrations de grignons d’olive, qui coupe I'axe des abscisses 4 —1/Ks, dont Ks est
la constante d’inhibition.

1o (L.mn/g)

L —

O T T v 3 1
G 50 100 150 200 250

So (g/l)

Figure 38 : Représentation de 1/Vo en fonction de So pour la
determination de la constante d'inhibition Ks. [E]=4g/l, T=50°C, pH=5
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La valeur de Ks déterminée graphiquement est :

Ks=0,003g/.

Il convient de noter que toutes ces constantes (Vma. Km et Ks) ne sont qu’apparentes ;
elles correspondent a une description simplifiée du comportement de fa cellulase. En
effet, cette interprétation ne prend pas en compte les éventuelles causes d’inhibition de
’enzyme : inhibition par une substance présente dans le substrat, ou inhibition par des
produits d’hydrolyse principalement le cellobiose et le glucose.

VII-2-5/ Etude de Ueffet inhibiteur du cellobiose :

Un grand nombre de substances sont susceptibles,lorsqu’elles sont présentes dans le
milieu réactionnel, de moduler I'activité des enzymes : ce sont les effecteurs.

Ces modifications de I’activité enzymatique résultent des interactions entre 1’effecteur
et ’enzyme, ou entre ’effecteur et le substrat.

Les effets peuvent étre réversibles (ils cessent en 1’absence de ['effecteur) ou
irréversibles (ils persistent aprés cessation des interactions avec ’effecteur).

Pour mieux appréhender I’influence des produits d’hydrolyse entre autres le cellobiose
(inhibiteur puissant) sur la cinétique de production des sucres réducteurs, nous avons
effectué une expérience gui consistait a introduire dans le bioréacteur (conditions
opératoires optimales : [S]=33,4¢/1, [E]4g/], T=50°C, pH=3), des quantités croissantes
de cellobiose au début de la réaction. La concentration des sucres réducteurs est alors
quantifiée au cours du temps.

Les données expérimentales collectées (figure 39), montrent que le cellobiose affecte
nettement la production des sucres réducteurs au cours du temps. En effet, apres trois
heures d’hydrolyse, la concentration des sucres réducteurs dans le milieu réactionnel
est inférieure a tout instant a celle obtenue en absence de cellobiose. L’effet inhibiteur
est plus remarquable a des concentrations élevées de cellobiose.
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Figure 39 : Evolution au cours du temps de la concentration des sucres
réducteurs en fonction de Ia concentration du cellobiose, [$]=33,4a/1, [E}=4g/l,
T=50°C, et pH=5

IV-2-6/ Effet du prétraitement sur le rendement de saccharification :

Pour mettre en évidence !'effet du prétraitement a la soude sur le rendement de
saccharification des grignons d’olive, nous avons effectu¢ un essal d’hydrolyse
enzymatique aux conditions opératoires optimales ([S]=33.4¢/l, [El=4¢/l, T=30°C,
pH=5) sur un grignon d’olive non traité. Les résultats de cet essar sont comparés a
ceux obtenus sans prétraitement (figure 40). Nous constatons que le prétraitement a la
soude permet d’améliorer considérablement le rendement de saccharification. Ce
denier passe de 19% sans prétraitement a 48% avec prétraitement.
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Figure 40: Effet du prétraitement sur le rendement de
saccharification.[S)=33,4g/l[E]=4g/l, pH=5, T=50°C.
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VII-2-7/ Effet du lavage du grignon d’olive iydrolysé sur le rendement de
saccharification : '

Pour essayer de comprendre le role du substrat et sa part dans la diminution de la
vitesse d’hydrolyse des grignons d’olive au cours du temps. nous avons effectué un
essai d’hvdrolyse dans les conditions opératoires optimales (réaction 1). Aprés 24
heures, on préléve un volume de 250ml, la phase liquide est rejetée, le résidu solide est
lavé, séché puis repris par une solution enzymatique fraiche et la réaction d’hydrolyse
est alors reinitiée (réaction 2),

Les résultats de cette expérience sont illustrés par la figure 41. Nous constatons qu’il

v a un relargage continuel des sucres réducteurs dans le milieu réactionnel pour la
réaction 2, le rendement atteint aprés 7 heures d’hydrolyse est de 10% dans ce cas,
alors que la réaction 1 atteint un état stationnaire apres 24 heures.

14 .
12 - . Y
10 -

., ® Reaction 1~
+ m Réaction 2 .

%]
2]
P
3
= -
=
w 2
QL
Qo P
o 3
2 2
s 5
A
- T3
oog
O =
Q
=
o]
&)

o N Bk O @

Q 2 4 6 8 10

Temps (heures)

Figure 41: Effet du lavage du substrat sur I'evolution en fonction
du temps de la concentration des sucres réducteurs. [S]=33,4g/],
[El=44q{l, T=50°C, pH=5
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Selon DOCHIMA et cof [77], ceci est di probablement au fait qu’aprés avoir rompu
quelques liaisons au cours de la premicre hydrolyse (réaction 1), I’enzyme est restée
sous forme E-S. Cependant une solution enzymatique fraiche serait nécessairement
plus active (réaction 2).

Ces mémes auteurs ont conclu que la réactivité du substrat ne change pas au cours de
I"hydrolyse.

DESAI S.J. [78], en étudiant I"évolution de la réactivité du substrat au cours du temps,
a conclu que le déclin de la vitesse d’hydrolyse est di principalement au changement
de la capacité adsorptive de ’enzyme et de la réactivité du substrat, et qu’il est
nécessaire de considérer la désactivation de I’enzyme comme les produits d’inhibition
dans les modeles cinétiques.
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Conclusion :

Les essais d’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive en mode batch nous ont
permis de constater que ce processus est influencé par divers paramétres.

En effet, le rendement de saccharification global et le rendement de glucose atteignent
leurs valeurs maximales a une concentration d’enzyme de 4g/1 et une concentration de
erignons d’olive de 33,4¢/1 a pH=5 et T=50°C. '

La cinétique d hydrolyse enzymatique suit le modele de Michaelis-Menten aux faibles
concentrations de substrat. Les valeurs des constantes cinétiques sont 744,46 g/l pour
Km et 0,1g/l.mn pour v, . Les fortes concentrations inhibent la réaction enzymatique
et la constante d’inhibttion Ks est de 0,003¢/1.

De méme le cellobiose est un inhibiteur de ce processus a partir d’une concentration de
5 ¢/I'; Finhibition est plus forte a 10 g/1. :

Le traitement des grignons d’olive a la soude améliore considérablement le rendement
de sacchanfication. Ce dernier passe de 19% sans prétraitement a 48% avec
prétraitement.
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Chapitre VIII

Etude de I’hydrolyse enzymatique dans un réacteur
continu couplé a un ultrafiltre

Introduction

Ce chapitre est consacré a 'étude de I’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive
dans un réacteur continu couplé a l'ultrafiltration. L’application de [I'ultrafiltration
pour la séparation entre le mélange enzyme-substrat et les produits de réaction semble
étre une alternative sans équivoque pour la lutte contre les phénomeénes d’inhibition.
Dans cette étude, il importe que la membrane utilisée soit imperméeable a I'enzyme, la
rétention de celle ci nécessite donc un seuil de coupure relattvement bas, ce qui pose
une himite aux débits de pérmeat.

Dans notre étude, une membrane a été testée - CARBOSEP M3, désignée par son seuil
de coupure de 10 kDa.

VHI-1/ Etudes antérieures :

HENLEY R, et cof [79], ont ¢étudié Taptitude de certains résidus
lignoceliuiosiques a la saccharification enzymatique par une cellulase d’origine
Trichoderma Viride, et 'efficacité de son couplage a un ultrafiltre dans
I’élimination de I’effet inhibiteur de certains produits d’hydrolyse. L’ensemble de
leurs expériences ont été en faveur de utilisation d’une membrane de seuil de
coupure de 50 kDa, qui permet d’une part, le passage de tous les produits
d’hydrolyse, et d’autre part, retient la cellulase et le substrat.

ALFANI F. et col [80], ont proposé I’étude de la saccharification des résidus
agricoles en utilisant deux réacteurs séparément. Le premier est un réacteur a
membrane ou la cellulose prétraitée est convertie en cellobiose, ce demnier est
convertt en glucose par une B-glucosidase dans un second réacteur. Selon ces
auteurs, cette conception permet la transformation complete de la cellulose en
glucose.

P



V1H1-2/ Matériels et méthodes: )
VIII-2-1/ Matériels : '
Le bioréacteur & membrane utilisé comporte :

* Un bioréacteur d’un litre, ou s’effectue la réaction d hydrolyse ;

= Un module d’ultrafiltration équipé d’une membrane mnérale de type tubulaire
d’une surface d’échange de 120 cm” et de seuil de coupure de 10 kDa :

= Une pompe péristaltique modéle 30 PPV/220V, alimente le réacteur en substrat ;

* Une deuxiéme pompe modéle Watson Marlow 603S/12 recircule 1’hydrolysat dans
le module d’ultrafilration. Le retentat composé de 'enzyme, du substrat non
hydrolysé et des polysaccharides de massesmoléculaires élevées est réinjécte dans
le bioréacteur, et le pérméat composé des sucres simples est recuetlh a la sortie
supérieure du module membranaire (figure 42).

- Réactecur

: Pompe de recirculation
- Module d ultrafiltration
T Perméat

- Rétentat

1. P2 : Manomctres

4+ L) —

o

Figure 42 : Réacteur continu couplé a un ultrafiltre.
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A/ Principe de fonctionnement du module d’ultrafiltration :

Le mélange 2 traiter est introduit dans le bac d’alimentation, entrain¢ par la pompe de
recirculation, il passe dans la membrane d’ultrafiitration.

= Le rétentat est réinjécté dans la boucle de filtration via le bac d’alimentation.

= Le perméat est recueilli 4 la sortie supérieure du module membranaire

s La pression & l'intérieur de la membrane est amenée a la pression voulue en réglant
le degré d’ouverture de la vanne de sortie rétentat. La pression a l'entrée et a la
sortic du module membranaire est mesurée par un capteur de pression (un
manometre) et la moyenne de ces deux pressions correspond a la pression
transmembranaire mise en qeuvre.

Pour fonctionner en continu, le volume de perméat évacué est réguliérement compensé
par I'introduction, dans le bac d’alimentation, d’un méme volume de solution (tampon
acétate + grignons d’olive prétraités).

B/ Mise en service du module d’ultrafiltration :

Chaque essai débute par la mesure du débit & I’eau déminéralisée donné par la
membrane, d’abord dans les conditions standards pour s’assurer de sa propreté, ensuite
dans les conditions de I’expérience a réaliser afin d’évaluer I'intensité du colmatage de
la membrane.

e débit de recirculation est réglé grdce a I’ajusternent de I'ouverture de la vanne
d*entré du module membranaire ou de 1a vitesse de la pompe de recirculation.

L e module est ainsi mis en service avec la solution a traiter pendant 5 minutes, pour
stabiliser la couche de polarisation de la membrane.

La vanne supérieure de sortie perméat est alors ouverte lentement, et la vanne de sortie
retentat est progressivement fermée jusqu’a obtention de la pression transmembranaire

voulue.

En fin d’expérience, 'installation est arrétée et vidangee.

C/ Régénération des membranes :

Le lavage de la membrane comporte les étape suivantes :

1- Vidange de I'installation ;
2- Ringage a P’eau déminéralisée ; -
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3- Ringage basique & 80°C en faisant circuler dans le module membranaire une
solution de soude décimolaire pendant 30 minutes ;

4- Ringage a 'eau déminéralisée, et mesure du débit a Peav jce dernier doit étre au
moins égal @ 95% de celui du départ ; )

3- Renouvellement de I’étape 3 et 4 jusqu’a clarification de la solution de lavage ;

6- Ringage de Iinstallation et vérification du débit a ’eau déminéralisee.

VIII-2-2/ Méthodes :

A/ Détermination de I’etat de référence de la membrane :

['état de référence de la membrane se caractérise par le flux du solvant dont
I’évolution en fonction de la pression transmembranaire doit étre hnéaire
conformément a la loi de DARCY.

Aprés remplissage du bac d’alimentation, on fait recirculer 'eau pendant quelques
minutes. on fixe la vitesse de recirculation et on augmente progressivement la pression
transmembranaire et pour chaque valeur de celle-ci on mesure le flux du perméat par
la technique de 'empotage.

VIII-3/ Résultats et interprétations :

VIII-3-1/ Détermination de ’état de référence de la membrane :

La figure 43 représente I’évolution du flux du perméat Jv en fonction de la pression
trasmembranaire AP appliquée.Nous remarguons que cette évolution est lineaire, dont
la pente (Lpo) définit la perméabilité de la membrane.

Jv (thm2)

15
AP (bar)

Figure 43 : Détérmination de la courbe de solvant pour
la membrane M5. U=0,74m/s
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La valeur de la perméabilité déterminée graphiquement est Lp,=40 V/h/m? /bar.

VII-3-2/ Etude de la rétention de l'enzyme :

[.’expérience consistait a faire circuler une solution enzymatique (4g/l) dans le
réacteur en recyclant le pérméat et le retentat. L’activité résiduelle dans le retentat et
dans le pérméat est mesurée a différents temps de 'essai.

La figure 44 illustre ces évolutions. Nous constatons qu’aprés 5 heures de
fonctionnement, ["activité résiduelle dans le rétentat diminue et atteint 65 % de
Pactivité mitiale. La perte d’activité observée est vraisemblablement a mettre au
compte de tout cet ensemble de phénoménes habituels en ultrafiltration et qui
regroupe :

= La polarisation de concentration |

» Le piégeage du catalyseur dans les pores du maténau filtrant ;

» [’Adsorption du catalyseur sur le méme maténau ;

* L’inactivation du catalyseur par les contramtes meécaniques imposees dans le
réacteur ; celle-ci peut étre amplifiée par I’effet thermique.

Par ailleurs, I’activité enzymatique détectée dans le pérméat est pratiquement
négligeable et est constante pendant toute la durée de I'expérience. Elle atteint 1.5 %
de sa valeur initiale apres 5 heures de fonctionnement.

g
2
o
= H
z | @ Activité retentat
& | M Activité perméat ;
o il sttt
Z
I=
<
]
i
O Bl i - S— - .
0 1 2 3 4 S g

Temps (heures)

Figure 44 : Evalution temporelle de 'activité enzymatique
résiduelle de la cellulase dans le réacteur continu. AP'=0,8 bar et
U=0,84m/s

Ces résuitats montrent que la membrane M5 est pratiquement imperméable a "enzyme
utilisée.
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De plus, la détermination de la perméabilité de la membrane avant et aprés I’essai de
rétention, montre que cette derniere a chuté de 68%. Ceci nous permet de conclure
qu’il y a une forte interaction entre la membrane et la solution a traiter.

Rappelons que la rétention d’un soluté par une membrane dépend non seulement de la
masse moléculaire mais d’autres caractéristiques de ce soluté telles que : la charge, la
conformation et la concentration.

[1 est a noter que la perméabilité mitiale a ét¢ déterminée aprés plusieurs essais de
régénération jusqu’a obtentton d’une valeur constante.

VIII-3-3/ Détermination des courbes de polarisation :

Un hydrolysidt de grignons d’olive a concentration initiale de 33,4 g/l est préparé en
réacteur discontinu avec une concentration d’enzyme de 4g/l, a pH=5 et a température
T=50°C pendant 6 heures.

Cet hydrolysat est ultrafiltré a différentes vitesses de recirculation et pressions
transmembranaires.

Les courbes obtenues (figure 45) ont une allure conforme aux courbes de polarisation
de concentration d’ultratiitration données par la littérature .

——

pU=0,39mis |
| ® U=057mis |
‘A U=0,74m/s |
‘@ U=0.84m/s
‘WU=107mfs -

Jv (th.m2}

15
AP {bar)

Figure 45 : Influence de la pression transmembranaire sur le flux de
perméat pour différentes vitesses de recirculation. [S1=33,44/l,
[E]=4g/1, T=50°C et pH=5




En effet. pour les pressions (AP< 1.5 bar ). le flux d ultrafiltration croit hinéairement
pour 'ensemble des vitesses de recirculation testées. au dela de AP=1.5 bar. le flux
tend a atteindre un palier et devient alors indépendant de la pression . mais influence
par la vitesse de rectrculation.

Tous ces paliers indiquent la formation d’une couche de polarisation de concentration
au niveau de la membrane. Uépaisseur de celle.ci dépend de la valeur de la vitesse de
recirculation.

Cette évolution est identique aux autres évolutions observiées dans le cas des solutions
de sang d abattow ct des sotutions d huwlerie {47 .8 1],

VII-3-¢/ Efude de Ieffet de la vitesse de recirculation et de la pression
transmembranaire sur les performances du réacteur continu :

A/ Effet de la vitesse de recirculation sur les performances du
bioréacteur :

Avant ultrafiltration. "hvdrolyse se déroule d’abord en batch pendant 6 heures en
dehors du réacteur dultrafiltration. U hydrolysit obtenu est ensuite chargé dans ce
réacteur (réacteur a membrance). et y circule 30 minutes avec recyclage du permeat et
pendant que la pression transmembranaire est progressivement augmentée jusqu'a la
valeur désirée. ce n'est qu'une fois cette valeur de AP atteinte, que le fonctionnement
en mode continu {sans recyclage du permeat) commence.

(conditions opératoires pour le batch sont : Concentration des grignons dolive de
33,4 g/l, concentration d’enzyme= 4 g/1, température 50°C, pt{=5, durée d hydrolyse= 5
heurcs. volume réactionne! —400ml)

Durant cette étape. 3 vitesses ont été testées : U= 032 m/s. U= 0.67 m/s et U= 1,07
m/s. pour unc pression ransmemranaire constante © AP=0.8 bar.
Les résultats de cette expérience sont représentés sur la figure 46 ¢
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Figure 46 : Evolution au cours du temps du rendement de saccharification en fonction
de la vitesse de recircuiation . [S]=33,4g/l, T=50°C, pH=5. BP=0,8bhar

Au dela de la phase transitoire tnitiale (phase discontinue), 1] semble qu’il se produise
une augmentation continuelle de la concentration en produits d hydrolyse (figure 46).
Le rendement de sacchanfication le plus élevé est de 44% ; 1l est obtenu pour la
vitesse de recirculation la plus élevée (U=1,07m/s).

De meme, le plus haut rendement du glucose est obtenu a la vitesse de recirculation la
plus élevée (figure 47).
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Figure 47 : Evolution au cours du temps de la concentration du glucose
dans le perméat durant I'uitrafiltration a différentes vitesses de
recirculation [S]=33.4g/, [E]=4g/l, BP=0,8 bar,T=50°C, et pH=5

34



Nous pouvons conclure que 1’élévation de la vitesse de recirculation & 1,07 m/s
améliore considérablement les rendements d’hydrolyse.

Les résultats de la détermination de la perméabilité avant et aprés I'essai
d’ultrafiltration a différentes vitesses de recirculation sont représentés sur le tableau

11 Tableau 11 : Influence de la vitesse de recirculation sur

le coefficient d’abattement de la perméabilite.
Vitesse (m/s) 0,32 0,64 1,07
Chute de la; 69,05 63,15 60,18
perméabilité (%)

L’analyse de ces pourcentages montre que ces derniers sont €levés, confirmant la forte
interaction entre la membrane et la solution a traiter. La chute de la perméabilité n’est
pas influencée par la vitesse de recirculation.

Par ailleurs, 1’évolution du flux de perméat au cours du temps pour différentes vitesses
de recirculation testées (figure 48), nous a permus de constater :
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Figure 48 : Evolution au cours du temps du flux du perméat en
fonction de la vitesse de recirculation. [$]=33,44g/l, [E]=49/14P=0.8
bar,T=50°C et pH=5.




- Qu’a fable vitesse de recirculation (U= 0,32 m/s), aucune évolution du flux de
pérméat n’a été observée. Le flux est faible et constant durant tout 1’essai. Les
faibles vitesses de recirculation accélérent le colmatage de la membrane.

- A la vitesse U=0,67 m/s, le flux diminue légérement et atteint un palier apres I
heure de fonctionnement.

- A une vitesse de reciculation plus grande : U= 1,07 m/s, le flux de pérméat
diminue au début et atteint un palier au bout de 2 heures, ensuite il recroit pour
atteindre 4 nouveau un second palier. Cette vitesse permet vraisemblablement
d’améliorer le flux de perméat. '

Le rehaussement du flux du pérméat, peut €tre expliqué par la destruction et le
raclage de la couche de polanisation forinée au niveau de la membrane.

Il est important de noter que la destruction de la couche dynamique a été étudiée par
certains auteurs tels que NGUEN et NEEL cités par [82], qui ont observé que pour des
solutions de polymeéres synthétiques, la contrainte de cisaillement due & I’écoulement
de la solution au niveau des pores, provoque la déformation des macromolécules,
d’autres CANEL ET RONDELEZ, GUILLOT et co/ cités par [44], ont attnibué cette
destruction 2 I’augmentation de la concentration au dela d’une certaine limite rendant
possible le passage des molécules.

Toutefois tous ces auteurs ont travaillé avec des solutions synthétiques, alors que
dans notre cas, nous avons travaillé avec une solution complexe ou la détermination
des causes exactes de cette destruction n’est pas évidente.

Néanmoins, notre solution étant hétérogene (elle est formée de deux phases: une
phase solide et une phase liquide), nous supposons que la destruction de la couche de
polarisation est due au raclage de celle ci par les particules solides ; phénomene déja
observé par BALMANE [82].

L’effet de la vitesse de recirculation sur 'évolution en fonction du temps de la
pression transmembranaire au cours de ces essais est illustré par la figure 49 :
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Figure 49 ; Evolution au cours du temps de la pression
transmembranaire en fonction de la vitesse de recircufation.
{S]=33.,4g1, [E]=44g/l, AP'=0,8 bar,T=50°C et pH=5

Nous remarquons, que 1’élévation de la vitesse de recirculation influe fortement sur la
pression transmembranaire, celle-ci augmente au cours du temps jusqu’a atteindre
presque 2 bar aprés 5 heures de fonctionnement a U= 1,07 m/s.

Un autre paramétre donnant plus d’information sur I’activité du bioréacteur continu a
membrane a été étudié; il s’agit de la productivité instantanée du bioréacteur. Ce
parametre défini par CHERYAN M.et MANIHEIM A. [83] représente la quantité de
produit obtenue par unité de masse d’enzyme et par unite de volume du réacteur :

Pi=C,Ivt/EV
ot Pi: Productivité instantanée en réacteur continu (g/g);
C,: Concentration en produits dans le permeat (g/1);
Jv: flux du pérméat (1/h);
t : Temps en heures (h);
E: Concentration en enzyme (g) ;
V : volume du réacteur (1).

La représentation de 1’évolution de la productivité instantanée en fonction du temps
pour différentes vitesses de recirculation, montre que celle ¢i augmente au cours du
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temps pour toutes les vitesses testées, mais ne semble pas étre trés altérée par
I’¢lévation de la vitesse de recirculation (figure 50).
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Figure 50 : Evolution au cours du temps de la productivité instantanée

en fonction de Ia vitesse de recirculation. {S]=33,44/l, [E]=44g/], T=50°C
pH=5 €t AP=08bar

|

Globalement, la vitesse de recirculation U=1,07 m/s, semble donner les meilleurs résultats en
débit de permeat, rendement d’hydrolyse, et en productivité du bioréacteur.

Pour la suite de notre étude, nous avons travaillé a U =1,07 nv/s.

B/ Effet de la pression transmembranaire sur les performances du
bioréacteur:

Une nouvelle expérience a été réalisée, pour laquelle le réacteur a été rempli au départ
avec un hydrolysat de grignons d’olive a un stade déja avancé de conversion (préparé
en batch pendant 5 heures) .

Durant ’étape d’ultrafiltration, nous avons procédé & un nouvel essai a une pression
transmembranaire plus élevée AP= 1.3 bar et a vitesse constante U=1,07 m/s.

La figure 51 illustre ’effet de la pression transmembranaire sur 1’évolution en fonction
du temps du flux du peméat. Nous remarquons que, pendant toute la durée
d’ultrafiltration (6 heures), la densité du flux & 1,3 bar est a tout instant supérieure a
celle mesurée a 0,8 bar.
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Figure 51 : Evolution au cours du temps du flux de perméat en fonction
de la pression transmembranaire. U=1,07m/s, {S]=33,4g/l, [E]=4g/, pH=5
et T=50°C

L’augmentation de la pression transmembranaire 4 1,3 bar apparait comme une
solution satisfaisante pour améliorer le débit du péméat.

En revanche, le rendement global de I’hydrolyse n’est pas altéré par ’augmentation de
la pression transmembranaire. La pression de 1,3 bar permet d’obtenir un rendement
de saccharification de 47% contre 44% a 0,8 bar (figure 52).

[® AR-O8bar
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Figure 52 : Evolution du rendement de saccharification en fonction de
la pression transmembranaire.[S)=33,4g/l, [E}=4g/l, T=50°C, pH=5,
U=1,07m/s.-
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Quant a ’évolution de la concentration du glucose dans le perméat (figure 53), il
semble qu’il se produise une augmentation faible mais continuelle de la concentration
glucose dans le perméat a 0,8 bar comme a 1,3 bar. La composition du pérméat en
glucose est pratiquement la méme dans les deux cas.
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Figure 53 : Evolution au cours du temps de la concentration du
glucose dans le perméat pour différentes pressions
transmembranaires. U=1,07m/s, [S]=33.44/l, [E]=4g/l, pH=5 etT=80°C

De méme pour I’évolution de la productivité instantanée au cours du temps (figure 54),
nous remarquons qu’il y’a augmentation continueile des produits d’hydrolyse et par
conséquent augmentation de ia productivité instantanée du bioréacteur & membrane
pour les deux pressions. L’évolution de la productivité instantanée est plus accentuce
pour la pression la plus élevée.
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Figure 54 : Evolution au cours du temps de 1a productivité

instantannée en fonction de la pression transmembranaire. U=1,07m/s,
[S]=33,4afl, [E]=4g/], pH=5 et T=50°C

En définitive, I’élévation de la pression transmembranaire affecte plus la productivité
du bioréacteur continu a membrane que le flux du perméat et le rendement de
saccharification.

VIII-3-5/ Etude de la cinétique de hydrolyse enzymatique dans un
réacteur continu couplé a Puitrafiltration :

Pour I’étude de la cinétique enzymatique des grignons d’olive en réacteur continu
couplé a 1’ultrafiltration, nous avons fix¢ les conditions experimentales comme suit

- Température égale a 50°C ;

- pHeégaleas;

- Volume réactionnel égal & 400 ml ;

- Concentration d’enzyme de 4 g/1 ;

- Vitesse de recirculation de U=1,07m/s pour une pression transmembranaire égale a
1,3 bar ;

- La concentration en grignons d’olive varie de 25 g/l a 100 g/l;

- Une durée de fonctionnement de 7 heures.

L’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive est menée en phase continu pendant 7

heures ; les sucres réducteurs sont alors dosés au cours du temps pour toute la série
d’essais. Les résultats expérimentaux sont représentés par la figure 53.
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Figure 55 : Evolution en fonction du temps de la concentration des '

sucres réducteurs pour differentes concentrations des grignons d'olive.
[E]=4g/l, T=50°C,pH=5, AP=1,3bar, U=1,07m/s!

Nous remarquons, que la concentration des sucres réducteurs augmente avec la
concentration des grignons d’olive.

Les vitesses initiales sont déterminées graphiquement par le calcul des pentes a
'origine. Ces demniéres sont représentées en fonction des concentrations initiales en
grignons d’olive (figure 56).

Vo (g/l.mn)

T T

40 80 &0

So (gh)
Figure 56 : Représentation de la vitesse initiale en fonction de
la concentration initiale des grignons d'olive. E=4g/l, T=50°C,
pH=5§, U=1,07Tm/s et AP'=1,3bar
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Nous constatons que les vitesses initiales v, augmentent avec les concentrations
initiales Sp, cette évolution tend a se stabiliser au dela des concentrations de I"ordre de
100g /1. Ce résuitat est différent de celui obtenu en réacteur discontinu, ou un optimum
a ¢été obtenu pour une concentration de 33,4 g/l. L’existence d’un phénomene
d’inhibition a été donc confirmée pour le réacteur discontinu.

Dans le cas présent (réacteur continu), nous avons pu traiter une concentration trois
fois plus élevée, sans observer une décroissance des vitesses initiales. Par ailleurs,
nous nous sommes limités A cette concentration a cause de 'empattement de la
solution et le bouchage du dispositif d’ultrafiltration

La représentation en double inverse de LINEWEAR-BURK : 1/vy={(1/Sy) en figure
57, permet le tracé d’une doite de pente Km/vy,, et qui coupe ’axe des abscisse en -
1/Km. Le coefficient de corrélation R? est de 0,954

1o {timn.qg)

0,005 0,01 0015 0,02 0025
150 (Ug)

Figure 57 : Representation de Linear et Burk pour la
detérmination graphique de Vmax et Km. E=4g/l, T=50°C, pH=5,
U=1,07m/s et AP=1,3bar

La cinétique de I’hydrolyse enzymatique des grignons d’olive en réacteur continu a
membrane, suit parfaitement le type MICHAELIS ET MENTEN et peut étre exprimeée
par la relation suivante :

V= Vax - S /(8+ Km)
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Les constantes cinétiques Km et v, déterminées graphiquement sont

Km=214 &1
Vinax=0,133 g/l.mn,

Comparées a celles obtenues dans le mode discontinu, la constante Km est trois (03)
fois moins élevée en réacteur continu, quant a la vitesse maximale v, elle est de
méme ordre de grandeur qu’en réacteur discontinu.

Par définition, Km est la constante de dissoctation du complexe enzyme-substrat.Plus
Km est grand plus la dissociation du complexe E-S est grande, et par conséquent
I’affinité de I’enzyme pour le substrat est faible.

D’aprés nos résultats, la cellulase présente plus d’affinité pour la cellulose en réacteur
continu qu’en réacteur discontinu.

Par ailleurs, la représentation de 1’évolution de la productivité instantanee obtenue
aprés 6 heures d’hydrolyse, en fonction de la concentration initiale des grignons
d’olive (figure 58), montre que celleci augmente avec la concentration du substrat.
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Figure 53 : Influence de la concentration du substrat sur la productivité
instantanée. [E]=4gfl, T=50°C, pH=5, AP =1,3bar, U=1,07m/s

En définitive, une concentration de grignons d’olive de 70 g/, sera choisie comme
étant la concentration optimale pour I’hydrolyse enzymatique en continu 4 cause de
I’empattement de la solution aux concentrations plus élevées.
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Vili-3-6/ Evoilution de la concentration des sucres a concentration
maximale de substrat (S, = 70g/l) :

L’expénience consistait & effectuer un essai d’hydrolyse en continu sous les conditions
opératoires optimales suivantes :

[S}=70g/1

[E]=4g/1

V=400ml|

U=1,07m/s et AP=1,3 bar

Durée de I’expénience=7h.

[’évolution de la concentration des sucres réducteurs dans le rétentat et dans le
permeéat, et l'évolution de la concentration du glucose dans le perméat sont
représentées par les figures 59 et 60. Nous constatons que :

— —

o

[+ 7]

&St retentat |
A S rpermeat

concentration des sucres
reducteurs (g}
EN e}

N

Temps {heures)

I Figure N° 59 : Evolution en fonction du temps de la concentration des
sucres reducteurs dans le retentat et le perméat. {S]=70 g/, [E]=4gA,
T=50°C, pH=5 U=1,07m/s, AP'=1,3bar
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F.igure 60 : Evolution en fonction du temps de Ja concentration des sucres
réducteurs et du giucose dans le pérméat.[S]=70g/l,[E]=4g/l, T=50°C, pH=5
U=1,07m/s et AP=1,3bar.

* La concentration des sucres réducteurs dans le retentat est a tout instant supérieure
& celle du perméat. Ceci signifie que la membrane utilisée ne laisse passer qu’une
quantité partielle des sucres,ce sont vraisemblablement des sucres de faible poids

moléculaire,

» La concentration du glucose dans le perméat est inférieure a celle des sucres
réducteurs. Pour autant que nous puissions en juger, i1l y'a probablement
accumulation de produits d’hydrolyse dans le retentat. Des analyses du retentat et
du perméat par HPLC auraient permis de préciser la composition de [’hydrolysit en
polysaccharides et de savoir s’il y avait effectivement une accumulation de ces
polysaccharides.

VIII-3-7/ Etude du bilan de matiere dans un réacteur continu a
membrane :

L’équation du bilan de matiére dans ce cas a été déterminé au chapitfe IV(équation 8) :
VaaO/Km = X So/Km + X/(1-X)

Avec  X=(S;-S)/S; et B=V/F

En remplagant chaque parameétre par sa valeur, nous obtenons :

0,0006 6 = XSy/250 + X/(1-X) avec Km=214 g/l et vu.,~0,133 g/l. mn
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Le taux de conversion X est représenté en figure 61 en fonction de vpa, 8/Km pour
toute la série d’expéniences effectuées.

Les courbes expérimentales sont déterminées a partir des données expérimentales (V,J,
S, E)[72].

Les courbes théoriques sont déterminées par un simple remplacement de Km=214 g/
et Vmax = 0,133 g/l.Lmn et de S, la concentration introduite initialement.

Figure N° 61: Etude du bilan de matiére dans le réacteur continue a
membrane. [E]=4g/l, T=30°C, pH=35, AP=1,3bar, U=1L07m/s
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Nous remarquons que les données expérimentales sont plus ou moimns proches des
courbes théoriques dans l'intervalle de temps étudié, L’écart observé est
probablement dii 4 la difficulté de maintenir les conditions vperawiies constames, et 4
la complexité du mélange réactionnel.

Nous constatons que les taux de conversion ne dépassent pas 0,2. En effet, il nous
était difficile de réaliser des essais d’une durée supérieure a 7 heures, et sur une telle
période, le rendement de saccharification atteint est de 20 % seulement (car la réaction
est trés lente et nécessite des durées trés longues pour s’accomplir).

Le rendement de saccharification maximal atteint pour une concentration de grignon

d’olive de 70 g/1, est de 20% pour les sucres réducteurs, dont 13% de glucose apres 7
heures d’hydrolyse.
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Cependant, pour atteindre des taux de conversion élevés, et augmenter ainsi
significativement la productivité du bioréacteur, il faudra particulierement prolonger la
durée des expériences en continu, ou utiliser de fortes concentrations de cellulase, et
prévoir une phase de discontinu avant d’entamer la phase continue.

Conclusion :

Les essais d’hvdrolyse en continu nous ont permis de constater que les conditions
hydrodynamiques influent sur les performances du bioréacteur 4 membrane.

En effet, la vitesse de recirculation affecte fortement le flux du perméat, le rendement
de saccharification et la productivité du bioréacteur. Les meilleurs résultats sont
obtenus pour la vitesse de recirculation la plus élevée (U=1,07m/s). Par contre, la
pression transmembranaire influe moins fortement sur le rendement de
saccharification.

La membrane utilisée semble étre acceptable du point de vue rétention de I’enzyme et
du substrat.

La cinétique de I’hydrolyse enzymatique suit parfaitement le modele de Michaelis et
Menten. Les constantes cinétiques sont : Km= 214 g/1 et v,.=0,133¢/l. mn. L’examen
de la constante d’affinité Km montre que I’enzyme a plus d’affinité pour son substrat
en réacteur continu qu’en réacteur discontinu.

L utilisation du réacteur continu nous a permis de traiter des concentrations de

grignons d’olive trois fois plus élevées qu’en réacteur discontinu sans observer
d’inhibition.
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« Tout est dit... tout reste a faire. »

CONFICIUS



Conclusion

-

Notre travail avait pour objectif I'é¢tude de I’hydrolyse enzymatique d’un résidu
lignocellulosique : grignon d’olive,dans un réacteur discontinu simple, puis dans un
réacteur continu couplé a un procédé membranaire : "ultrafiltration.

L étude des caractéristiques chimiques des grignons d’olive a montré, que ce dernier
est riche en fraction carbohydrate (71% dont 46% de cellulose) et faible en fraction
azotée (7%), témoignant ainsi de sa faible valeur énergétique et de sa faible valeur
nutritionnelle dans le cas ou il est destiné a I’alimentation du bétail.

L’¢tude du prétraitement chimique (a 1a soude) des grignons d’olive a montré que ce
prétraitement est efficace dans les conditions opératoires suivantes :

- [NaOH]=5 g/
- Une température de 100°C
- Une durée de traitement de une heure.

L’étude de ’effet du traitement a la soude sur la composition chimique du grignon d’olive a
montre que la soude agit principalement sur I’hemicellulose et partiellement sur la lignine.

Nous avons ensuite déterminé les conditions opératoires optimaies pour [’activité catalytique
de la cellulase qui sont : Température =50°C et pH = 5.

L’activité de la cellulase est fortement affectée par les hautes températures.En effet, un
chauffage a 60 et 70°C pendant 5 heures a fait chuter 'activité enzymatique a 20% et 15%
respectivement.

En batch, ’enzyme cellulolytique a permis de produire un hydrolysit contenant au maximum
48% de sucres réducteurs dont 16% de glucose dans les conditions opératoires suivantes :
pH=5, T=50°C, concentration d’enzyme de 4 g/l, une concentration de grignons d’olive de
33,4 g/l, et une durée d’hydrolyse de 24 heures.

De plus, ’étude de la cinétique d’hydrolyse enzymatique a révélé I’existence d’une inhibition,
qui apparait a des concentrations de grignons d’olive supérieures a 33,4 g/l. Les constantes
cinétiques relatives & ce systéme sont :

Vmax— 0,1g/l.mn ;
Km=746,44 g/l ;
Ks=0,003¢/1.

L’étude de I’effet du cellobiose sur le rendement de saccharification a montré que ce dernier

exerce une inhibition sur le systéeme enzymatique, ’effet inhibiteur apparait déja a une
concentration de 5 g/l de cellobiose et est plus fort a 10 g/l de cellobiose.
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En réacteur continu, la membrane M35 (10kDa), semble étre acceptable du point de vue
rétention de I’enzyme et du substrat.En revanche, les produits d’hydrolyse (sucres) ne
passent pas en totalité 3 travers cette membrane.

Le réacteur continu posséde les meilleures performances a une vitesse de recirculation
de 1,07 m/s et une pression transmembranaire de 1,3 bar. Celles-ci permettent
d’obtenir un rendement de saccharification de 47% et une productivité du bioréacteur
de 0,22 g/g apres 12 heures de fonctionnement en deux phases.

L’étude de la cinétique enzymatique en réacteur continu a montré que celle-ci est de
type Michaelien. La constante cinétique Km est trois fois moins élevée que celle
obtenue en réacteur discontinu, témoignant ainsi de la grande affinité de la cellulase
pour la cellulose en réacteur continu. Les constantes v, sont de méme ordre de
grandeur dans les deux cas.

L’utilisation du réacteur continu, nous a permis de lever I'inhibition observée en
discontinu et par la méme de traiter des concentrations de grignons d’olive trois (3)
fois plus élevées.

A cause des contraintes techniques que nous avons rencontrées, le bilan de matiére n’a
pu étre étudié et exploité que dans un intervalle de temps restreint (durée des
expériences en continu était de 7 heures). Le bilan de matiére établi pour cette période,
nous a permis d’atteindre des taux de conversion de Pordre de 0,2 seulement et de
constater que le bioréacteur est parfaitement agité. Au dela, nous ne pouvions nous
prononcer sur la stabilité du bioréacteur.

Pour ce qui est des suites a donner a notre travail, nous suggérons :

* Vu les concentrations minimes obtenues en glucose, I’ajout au systéme
enzymatique utilisé d’un exces d’enzyme B-glucosidase serait nécessaire.

= ]l serait tres utile de réaliser de nouvelles expérimentations, qui devront étre suivies
sur des durées aussi longues que possible pour pouvoir contrdler les différents
parametres de fonctionnement et de maniére aussi, & parvenir 4 une bonne
reproductibilité des essais.

= Il serait pius intéressant d’utiliser une membrane d’ultrafiltration de seuil de
coupure plus élevé, afin d’éviter "accumulation de certains produits d’hydrolyse et
permettre leur récupération a travers la membrane.

= Une analyse par HPLC du rétentat et du perméat serait sovhaitable.

= I’¢étude de la stabilité du bioréacteur serait nécessaire
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ANNEXE 1

Méthode de JELDAHL :

La méthode de Kjeldahl permet de doser le pourcentage d’azote total dans le matériau traité. Elle
s’effectue en trois étapes :

a-

b-

Minéralisation : on ajoute 4 2 g d’échantillon 10 ml de H,SO, concentré, chauffer jusqu’a
décoloration, poursuivre le chauffage pendant 2 heures.

Distillation : . ‘

Placer I'extrémité du condenseur dans un erlen de 150ml d’acide borique a 40 % et quelques
gouttes du réactif de THOSHIRO.

Verser le contenu du matra dans le réservoir de distillation, ajouter quelques gouttes de
phénophtaléine ;

Ouvrir le robinet puis rincer le réservoir

Ajouter 23 ml de lessive de soude (15N), rincer en prenant soin de ne jamais mettre en contact
["atmospheére avec I’intérieur et surveiller la présence de liquide dans le siphon ;

Ouvrir le robinet de vapeur et distiller pendant 5 mn ;

Enlever I’erlen et rincer I’extrémité du réfrigérant ;

Le titrage :

Titrer avec H, S04 (N/50) jusqu’a coloration rose mauve, le pourcentage de 1’azote est calculé
par la formule suivante:

% d’azote total =d .Va . 0,28/ (me.1000). 100
Avec Va: Volume d’acide ajouté (ml)
me : Masse de la prise d’essai

d : Densité de I’échantillon a doser.

% protéines = % d’azote total . 6,25.



ANNEXE 2

Détermination de la cellulpse : Méthode de WEENDE (1 809) 151 :

Par définition et selon la norme ISO-AFNOR (NFV 03040, 1977), I’insoluble « cellulosique »

correspond aux substances perdues lors de I’incinération du produit résistant aux attaques
successives acide et alcaline.

Le schémas suivant résume le processus opératoire utilisé
Produit broyé (3g)
Traitement par

-200mi H,S0, (0,25N), ébullition 30mn
-200ml NaOH (0,313N), ébullition 30mn

Filtration

v

Lavage (eau chaude)

Séchage 130°C (lheure) ____, Pi-

Incinération 550°C (1heure) » P2

% cellulose = (P;-P;) . 100/3



ANNEXE 3

Méthode de fractionnement de Van-Soest []15] :

Cette technique permet d’isoler successivement trois résidus :
-NDF(neutral detergent fiber) qui constitue 1’essentiel de la paroi
vegetale ;

-ADF (acid detergent fiber) qui correspond a la lignocellulose ;

-ADL (acid detergent lignine) qui correspond a la lignine.

Réactif A : solution de :

Lauryl sulfate de sodium

EDTA sel disodique

Phosphate disodique
Ethoxyéthanol en milien aqueux

Principe : 1 g d’échantillon

l

Traitement par 100ml de réactif +0,5g de sulfite de sodium

v

Ebullition 60mn et filtration

Séchage m.__,.Pes-er P,

Calcination ———p Repeser P,
D.N %=(P,-P;).100

Réactif B : solution de bromure ethyltrimethylamonium en milieu
sulfurique.

1 g d’échantillon

v

Traitement par 100m! de réactif B et ébullition 60mn, filtration

Peser . P;
Séchage _—__, Repeser P,

D.A%=(P,-P,).100



D.O.
o

o
-

o
w

O o

Qo
(X

s}
-

Courbe d'etalonnage des sucres reducteurs

A @

B T S Y NI TP N UPRPSIPU) DA

(@]

0 02 0.4 a6 (0F:] 1 12
concentration de glucose (g/l}

Courbe d'etalonnage du glucose

1.2 5

T T v 1

0 005 a1 0,15 Q.2 0,25 a3 0,35
Concentration du glucose (g/l)



~Notations 3
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Matiere seche (%)

Matiéres azotées totales (% M.S)
Matieres grasses (%M.S)

Cendres totales (%M. S)

Cellulose brute (%6M.S)

Neutral detergent fiber

Acid detergent fiber

Acid detergent lignin

Concentration en enzyme (g/1)
Concentration en substrat (g/1)
Activité enzymatique résiduelle (%)
Concentration initiale en substrat (g/1)
Concentration en produits (g/1)

Vitesse d’hydrolyse enzymatique (g/l.mn)
Constante d’inhibition (g/1)

Vitesse maximale d’hydrlyse enzymatique (g/l.mn)

Constante de Michaelis-Menten (g/1)
Constante d’inhibition par le substrat (g/l)
Volume du réacteur (1)

Temps (h)

Taux de conversion

Temps de séjour moyen (h)

Débit (1/h)

Fraction soutirée du réacteur

Flux du pérméat (1/h.m?)

Rayon moyen des pores (m)

Epaisseur de la membrane (m)

Nombre de pores

Pression transmembranaire (bar)
Pérméabilité a I’eau (1/h.m> bar)
Coefficient de diffusion (m?/s)

Epaisseur de la couche de polansatmn {m)
Activité enzymatique

Débit de pérméar (I/h)

Surface d’échange de la membrane (m?)
Productivité instantannée (g/g)
Concentration des produits dans le pérméat (g/l)
Sucres réducteurs (g/1)

Carboxymethylcellulose



Complexe enzyme —substrat
Complexe enzyme-substrat-inhibiteur
Inhibiteur

Complexe enzyme-inhibiteur
Endo et exo-glucanase
B-glucosidase

Enzymes adsorbées
Cellulose

Cellobiose

Glucose

Constantes de vitesse



