RESUME

La valorisation optimale de la biomasse
lignocellulosique nécessite I'utilisation de tous
ses principaux composants (a savoir la cellulose,
I’lhémicellulose et la lignine) dans une approche
intégrée de la bio-raffinerie.

Comme les hémicelluloses représentent 20 a
40% de la biomasse végétale, elles font de plus
en plus l'objet d'études récentes en tant que
matiére premiére pour la production de
bioéthanol

OBJECTIF

L'objectif de ce projet de these est de
rechercher des microorganismes capables de
produire I’hémicellulase dans  différents
écosystemes Algériens, cela se fera dans le but
de valoriser la biomasse peu cellulosique et
riche en hémicellulose dans le domaine des bio-
polymeéres. L’accent sera mis, en premier lieu,
sur l’identification des isolats microbiens
sélectionnés comme étant producteurs de
I’lhémicellulase, et par la suite, I’'optimisation des
conditions de fermentation pour la production
est envisageable.

INTRODUCTION

Les différentes exploitations industrielles des
végétaux entrainent souvent la formation de

quantités considérables de déchets
lignocellulosiques, nommes déchets de
biomasse.

La valorisation de ces déchets implique leur
bioconversion en énergie comme [I’éthanol,
I'électricité et/ou I’hydrogene , et ainsi que
d’autres bioproduits, tel que les biocarburants,
qui remplacent, de plus en plus, les produits a
base de combustibles fossiles.

Par ailleurs, ’augmentation du prix de pétrole et
I’aggravation des émissions de gaz a effet de
serre comme le dioxyde de carbone justifient la
recherche de matieres premiéeres et de
technologies alternatives capables de réduire la
dépendance de ces combustibles fossiles et de
protéger I’environnement , Cette biomasse est
constituée principalement de lignocellulose et
cette derniere est composée essentiellement de
trois polymeres : la cellulose, ’hémicellulose et
la lignine.

Les teneurs de différents constituants sont
variables d’une espéce végétale a une autre. Les
hémicelluloses, en effet, représentent en poids
de 20 a 40 % de la biomasse végétale. Les
hémicelluloses ont de plus en plus fait I'objet
d'études récentes en tant que matiere premiere
pour la production de bioéthanol, comme des
stabilisateurs d'émulsions et pour d’autre
éventuelles applications

Le xylose est le deuxieme sucre le plus abondant
dans la biosphere apreés le glucose. Ces sucres
polymérisés en cellulose et hémicelluloses
peuvent fournir du bioéthanol aprés plusieurs
étapes de prétraitement et d’hydrolyse physique,
chimiques ou physico-chimiques.
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MATERIEL ET METHODE

7- Echantillonnage et isolement

Lisolement a été fait directement sur le milieu
CMC(carboxymethylcellulose) comme seule source de
carbone et d’énergie.

2- Culture liquide

Les isolats ont été testés pour leur capacité a croitre
dans des flacons de 250 ml en milieu liquide 863 a
base de :

- sucres simples (glucose et xylose)

- Sucre complexe (Xylane de mais).

Et la meilleure souche a été sélectionné pour les
applications ultérieure (code: S03)

3- solid state fermentation « Alfa »

Afin de reconnaitre la composition biochimique de
I’Alfa stippa tinacissima , une série d’hydrolyse
chimique a été effectuée;

- lPacide chlorhydrique: la détermination de Ila
concentration de I’amidon

- lPacide concentré: la détermination de Ila
concentration de la cellulose

- l’acide dilué : la détermination de la concentration
des hémicelluloses

Et ensuite une étude de I'impact de la teneur en
humidité, le type de matiére (fibre et poudre) et la
durée de fermentation, sur la fermentation semi-solide
(SSF) de I’Alfa comme seul source de carbone avec la
souche S03 a été faite apres

4- Fermentation et scale up

Des fermentation en bioréacteurs de 2 et 20 litres avec
la souche sélectionnée ont été menées avec un suivi
de I’évolution de pH, formation de biomasse, spore/ml,
UFC et la concentration de différents substrats par
HPLC.

Les mémes analyses ont été faite pour les expériences
en fioles.

Etude de I'effet de I’agitation sur le comportement de
la souche et la concentration en pO2

5- hydrolyse enzymatique

Afin de tester I’activité enzymatique de la souche S03,
le surnageant du bioreacteur 02 est partagé dans 06
tubes de 15ml contenant 1ml de tampon phosphate
KH2PO4/Na2HPO4 avec 0.1g de substrat (Xylan
beachwood, Xylan mais) en double, et deux tubes avec
du tampon seulement servant comme témoin plus 1ml
d'azide de sodium 0,5 % pour empécher la croissance
microbienne.

6- La fermentation de I'Alfa (Bioréacteurs)

Deux bioréacteurs de 2 litres ont été démarrés avec
les mémes conditions et la méme souche :

Vitesse d’agitation : 200 Rpm

Température : 30°C

Substrat utilisé : Alfa comme seule source de carbone
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Recherche de microorganismes producteurs d’héeémi-cellulases
pour la valorisation de biomasses peu cellulosiques et
valorisation des hemicelluloses dans les domaines des bio-
polymeres, les fermentations non agro-alimentaires

RESULTAT

7-Echantillonnage et isolement

Le criblage a conduit a deux isolats présentant une
activité endocellulase importante.
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Activité CMCase de la souche S03 (A) et S04 (B) sur gélose CMC
indiguée par la zone claire entourant les colonies

2- Culture liquide en fioles
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3- solid state fermentation « Alfa »
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4- Fermentation et scale up

cinq bioréacteurs ont été démarrés avec la méme souche;
trois de 02 litres, et deux de 20 litres.

Le premier (02litres) a été démarré avec la xylose comme
substrat de départ (200 Rpm, 30°C),

Le deuxiéme bioréacteur (2 litres) est démarré avec les
mémes conditions que le premier, deux fed batch avec le
Xylan de mais ont été réalisés,
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L'effet de la vitesse d’agitation sur la biomasse et la
morphologie des flocs a été testé dans le troisiéme
bioréacteur (02litres) en augmentant la vitesse de
rotation jusqu’a 650 Rpm, le substrat initial qui a été
utilisé est le xylan de mais, un seul fed batch avec le
méme substrat a été fait durant la période de
fermentation.

Ensuite un quatrieme bioréacteur de 20L a été
démarré avec le xylose comme substrat initiale, aucun
fed batch n’a été fait, la vitesse de rotation a été fixé a
400 Rpm

le dernier bioréacteur (20L) a été démarré aussi avec
le xylose et une vitesse d’agitation de 700 Rpm et un
seul Fed batch avec le méme substrat.

5- hydrolyse enzymatique
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6- La fermentation de I’'Alfa (Bioréacteurs)
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CONCLUSION

la S03 se développe dans les substrats simples
(glucose et xylose) et complexes (xylan de mais)
et dans les substrat naturel (alfa) comme seule
source de carbonne

la S03 secréete des enzymes extracellulaire

Il est préférable d'ajuster la vitesse d'agitation et
réduire la concentration initiale en substrat >
quantité de biomasse formée réduite >
optimisation des performances améliorée
(Titica., 2004).



