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Introduction générale

Lexplottation des co-produits et sous-produits agricoles en vue d’une valorisation a
bénéficié au cours de ces dernieres années d'un regain d’intérét pour des raisons économiques
aussi bien qu’environnementales (Orlando er al, 2002a ; Pandey et al., 2000a). L'importance de
ces co-produits agricoles réside dans leur abondance, leur faible cotit ainsi que dans le fait qu’ils
représentent une source organique naturelle disponible partout sur la planete. Cependant,
aujourd’hui, 'imdustrie mondiale utilise moins de 10% de la biomasse végétale produite (Liu ef al.,
2008) et des quantités énormes des résidus d’agriculture sont brulés chaque année, ce qui cause un
probleme environnemental sérieux (Sun ef al., 2002).

Actuellement, plusieurs pays ont imposé de nouvelles réglementations pour limiter la
combustion de ces co-produits en réponse aux restrictions concernant 'émission de gaz a effet de
serre a l'origine du réchauffement climatique. Ceci a permis de stimuler I'intérét pour I'utilisation
des co-produits agricoles en tant que ressource naturelle renouvelable (Orlando er al, 2002b). En
effet, des co-produits de I'agriculture ont été utilisés comme une source renouvelable d’énergie et
pour la production de nombreux composés chimiques, incluant le bioéthanol, le charbon actif. Les
résidus agro-industriels ont été aussi utilisés dans les procédés de fabrication de pite a papier et la
production de bio-produits permettant d’une part, de fournir des substrats alternatifs et d’autre part
de résoudre le probleme de pollution engendré par la non utilisation effective de ces résidus.

Parmi les co-produits agricoles les plus abondants et qui peuvent étre mtéressants en vue
d’une valorisation, 1l y a la bagasse de canne a sucre, résidu fibreux des tiges de canne a sucre
obtenu apres extraction du jus dans I'industrie sucriere (ou de la production d’alcool). La bagasse
est fortement générée par les industries sucrieres plus ou moins partout dans le monde avec une
production globale annuelle de 234 millions de tonnes (Liu er al, 2008). Sa grande disponibilité,
son faible cott et sa biodégradabilité, font de la bagasse une bonne candidate pour une valorisation
et une meilleure exploitation ce qui lur a permis de regagner un grand intérét pendant cette
derniere décade (Orlando er al, 2002b; Pandey er al, 2000b). L’une des caractéristiques
attractives de la bagasse de canne a sucre étant sa composition chimique particulierement riche en
hémicellulose et qui est similaire a celle des bois durs (Liu ef al, 2007). En effet, les composants
majeurs de la bagasse sont les composants macromoléculaires de la paroi cellulaire : cellulose,
hémicellulose et lignine, ainsi que 'ensemble des composés extractibles a faible poids moléculaire.
Des essais de valorisation de la bagasse de canne a sucre ont été réalisés mais encore en nombre

lmité. La bagasse est tradiionnellement utiisée comme combustible pour la production
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d’électricité en sucrerie ou comme fourrage ou encore comme engrais. Plusieurs nouvelles
applications ont été développées pour la bagasse comme par exemple la fabrication de papier,
cartons et panneau agglomérés, et I'utilisation comme source d’énergie pour des centrales charbon-
bagasse. Elle a été aussi utilisée pour la production de certains composés chimiques tel que le
furfural (Rewell et Keany, 1991). Cependant, son utilisation actuelle ne concerne qu’une faible
partie de toute la bagasse produite. Des milliers de tonnes de bagasse sont abandonnés tous les
jours par les sucreries de canne ce qui pose un grand probleme environnemental (Khosravi-Darani
et Zoghi, 2008). D’ou l'urgence de trouver des applications convenables de ce résidu. Une
alternative de l'utihsation économique de la bagasse étant son utilisation comme substrat de
fermentation en vue de la production d’enzymes actives sur la bagasse permettant sa dégradation et
la production de produits a haute valeur ajoutée tel que le xylose.

La biorafhinerie constitue une alternative prometteuse pour 'utilisation de la bagasse de
canne a sucre. L’approche consiste en un fractionnement de la plante entiere en ses constituants
par des traitements successifs. A part I'extraction de sucre, le co-produit (bagasse) subit des
traitements visant a extraire des produits a haute valeur-ajoutée et a maximiser le profit. Le
développement de la bioraffinerie dans une usine de production de sucre constitue un concept
particulierement mtéressent dont les enjeux économiques et environnementaux se situent
directement au coeur de l'actualité afin de mieux répondre aux enjeux du renouvellement des
politiques énergétique et de réduction des gaz a effet de serre.

Le fractonnement des hémicelluloses, constituant de la bagasse, selon le concept de la
bioraffinerie a retenu de plus en plus l'attention des chercheurs et des industriels notamment dans
la production de bioéthanol dans le but d’'une amélioration des rendements et en miimisant les
colts.

De nombreuses technologies ont été proposées pour 'extraction ou le fracionnement des
hémicelluloses a partir de substrats végétaux. Certaines de ces technologies ont été appliquées a
I’échelle industrielle notamment dans 'industrie papetiere.

Les premiers procédés de conversion ou d’hydrolyse utilisés étaient surtout chimiques. Ces
procédés sont devenus, a I'heure actuelle, peu compétitifs en raison notamment des coits des
réactifs et de la génération de nombreux sous-produits et de composés non désirables. De tels
composés peuvent nécessiter une étape mmportante de purification ou agir en tant qu’inhibiteurs
rendant les hydrolysats peu fermentescibles, dans les procédés de production d’alcool a partir de

substrats lignocellulosiques.
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Ces procédés chimiques sont désormais concurrencés par les procédés enzymatiques, plus
spécifiques et qui permettent une hydrolyse dans des conditions moins séveres. Cependant, vue sa
structure complexe, la biomasse lignocellulosique n’est pas directement accessible aux enzymes.
Elle nécessite une phase préalable de prétraitement afin d’améliorer la susceptibilité a 'hydrolyse
enzymatique aussi bien de la cellulose que de I'’hémicellulose. Ce prétraitement peut étre
mécanique, thermique ou chimique, ou bien la combinaison de deux ou trois de ces types d’action.

Plus récemment, des études d’hydrolyse des matériaux lignocellulosiques par des
traitements hydrothermiques ont montré efficacité de cette technologie a donner de bons
rendements de récupération des hémicelluloses. Ces traitements sont prometteurs pour
I’établissement de procédés adéquats de fractionnement des matériaux lignocellulosiques en

concordance avec le concept de bioraffinerie.

Dans ce cadre, les travaux réalisés au cours de cette these ont porté sur la valorisation de la
bagasse de canne a sucre par extraction de sa fraction hémicellulosique par un traitement
enzymatique ou hydrothermique et de sa saccharification par voie enzymatique pour 'obtention du
xylose sous forme monomérique avec des rendements rentables a une échelle industrielle.

Ce travail se situe dans le cadre d’un projet supporté par la société Roquette Freres et vise
donc a la mise en place d’un protocole d’extraction de ’hémicellulose de la bagasse et qui pourrait
par la suite étre utilisé dans la mise en place de 'unité de production de xylose en aval de la chaine
de production de sucre de I'industrie sucriere. L'mtroduction de la bioraffinerie dans 'usine de
production ne peut étre que bénéfique aussi bien sur le plan économique qu’environnemental. En
effet, en plus de la production de produit de haute valeur ajoutée a partir d’'une biomasse
disponible a moindre cout, I'msertion d’une telle unité de valorisation dans la chaine de
production « onsite » permet de réaliser des économies tout en préservant la valeur énergétique de
la bagasse pour la génération onsite de I’énergie thermique, mécanique et électrique nécessaire

pour le fonctionnement de la sucrerie.

Pour réaliser cette étude les objectifs suivants ont été fixés :
- Mise en place d’un systeme de traitement hydrothermique applicable a la bagasse de
canne a sucre a ’échelle du laboratoire, du pilote puis de 'installation industrielle. Pour

cela, un procédé de traitement hydrothermique dans des conditions les plus douces
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possibles, pourrait améliorer la faisabilité de la technique a grande échelle en réduisant
le coit et 'énergle nécessaires pour son application.

Optimisation des conditions opératoires du traitement hydrothermique notamment le
bareme du traitement (temps/température) ainsi que loptimisation du ratio
solide/hiquide et la détermination de Ieffet direct de ces parametres sur la rentabilité et
I'efficacité du traitement.

Optimisation et mise en valeur de 'apport d’'une éventuelle hydrolyse enzymatique sur
les différentes fractions issues du traitement hydrothermique.

Optimisation de 'hydrolyse enzymatique des fractions solubles par des endoxylanases
et de la PB-xylosidase en vue de la saccharification quasi totale des dérivés
hémicellulosiques libérés en xylose monomérique.

Essais d’hydrolyse enzymatique in situ des arabinoxylanes présents dans la bagasse de
canne a sucre (non traitée) par des xylanases purifiées et non purifiées.

Réalisation de I'hydrolyse en réacteur (21) permettant de controler les parametres
rhéologiques et d’obtenir des volumes d’hydrolysats riches en sucres plus importants.
Essais de modulation de Tlactivité enzymatique d’une xylanase purifiée dans des
systemes modeles a différentes activités d’eau afin de comprendre le comportement de
I’enzyme placée dans un microenvironnement a activité d’eau réduite.

Ftude de la possibilité de l'utihsation de la bagasse en milieu de culture comme
mducteur de vole métabolique pour la production d’enzymes a activités hydrolytiques

spécifiques des hémicelluloses.
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I.1. La canne a sucre

L1.1. Ongine et historique

La canne a sucre est connue en Chine, en Inde et en Egypte depuis des millénaires. Les
théories les plus récentes font remonter sa découverte a 9000 ans et son origine a la Papouasie-
Nouvelle-Guinée. Deux millénaires plus tard environ, la canne a sucre fut introduite en Nouvelle-
Calédonie, aux Nouvelles-Hébrides et aux Iles Fidji (aux alentours de 8000 ans av. J.-C.), puis la
fabrication du sucre voit le jour a Célebes, a Bornéo, a Java, en Indochine et en Inde en 6000 ans
av. J.-C. De I'Inde, la canne a sucre fut acheminée en Chine (200 ans av. J.-C.) ou les
caractéristiques étaient idéales pour sa culture.

Par Néarque, amiral d’Alexandre le Grand, les peuples d’Occident apprirent 'existence de
la canne a sucre 325 ans av. J-C. Néarque, qui par la vallée de I'Indus alla explorer la mer des
Indes, parle dans son cahier de voyages d’une sorte de miel produit a partir de la canne a sucre,
sans le concours des abeilles. C’est vers le 3™ siecle av. J-C. que des marchands indiens et perses
commencent a importer du sucre sur les rivages de la Méditerranée orientale, en Arabie Saoudite
et en Egypte.

Le brassage des populations dii aux guerres et aux échanges commerciaux participa
largement a Pexpansion de la canne a sucre. La canne a sucre ne poussant que dans les régions
asiatiques a climat chaud ne fut importée que vers I'année 641 de notre ére dans la région du Delta
du Nil. Entre le IV™ et le VIII"™ siecle, les hauts lieux de culture furent le Delta de I'Indus et le
Golfe persique. C’est 1c1 qu’était produit le sucre pour tout le Moyen-Orient. Les Perses, qui
avalent été longtemps maitres en lart du sucre, disposaient, au V™ siecle de procédés de
fabrication déja avancés. Ils savaient rafhiner le sucre brut par refonte, clarifier les sirops et
présenter le sucre solide en pains. Deux siecles plus tard, ils subirent 'imvasion des Arabes qui
propagerent la culture de la canne dans leurs territoires conquis du bassin méditerranéen. Les
Arabes apprirent des Perses I'art de fabriquer du sucre solide.

eme

C’est durant les Croisades que le sucre s’est répandu en Europe. A partir du XI™ siecle, les
croisés apporterent la canne a sucre en Sicile, dans le sud de I'ltalie et méme dans le midi de la
France. L'industrie du sucre de canne devient donc importante dans le sud de I’Espagne ou, vers

1150 de notre ere, pres de 30 000 hectares étaient consacrés a la culture de la canne a sucre.

6
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Vers 1420, la canne est introduite dans I'ile de Madere, et 40 ans plus tard aux iles Canaries
et aux Acores. Lisbonne prit alors le pas sur Venise en maticre de raffinage. En 1508, le port
d’Anvers recevait la premiere cargaison de sucre en provenance des Canaries.

Ce n'est qu'apres la découverte de I’Amérique, que la culture de la canne a sucre fut
mtroduite dans de nouvelles régions possédant le climat favorable a sa production. Des plantes
provenant de I'Espagne furent cultivées pour la premiere fois en République Dominicaine et a
Haiti par Christophe Colomb en 1493, mais la plantation fut détruite. Une seconde tentative en
1509 permit une premiere récolte et une expansion de cette culture. Grice aux navigateurs
espagnols, la culture de la canne se répand dans les iles tropicales: Porto Rico, Cuba et la
Jamaique.

En 1520, la canne se cultivait au Mexique, et le premier moulin de sucre en Amérique du
Nord vit le jour en 1535. La culture de la canne a sucre s’est vite répandue au Pérou, au Brésil, en
Colombie et au Venezuela. En 1548, Porto Rico eut son premier moulin. En 1590, plus de cent
moulins a sucre s’érigerent au Brésil.

En 1670, les Jésuites introduirent la culture de canne a sucre en Argentine et I'apporterent
en Louisiane, en Floride et au Texas.

De lautre co6té de la planete, la production de sucre commenca en 1747 a I'ille Maurice,
dans I’Océan Indien, et en 1824, la culture de la canne fut introduite en Australie (ACER, 2005).

Au Canada, 1l n’existe que deux compagnies qui controlent I'ensemble de la production : la
B.C. Sugar et la Redpath Sugar. Sucres Lantic de Montréal appartient a la B.C. Sugar, bien qu’elle
solt gérée comme une entreprise iIndépendante. Quatre raffineries produisent du sucre de canne a
saint-Jean (Nouveau-Brunswick), a Montréal, a Toronto et a Vancouver. Plus de 90% du sucre
raffiné au Canada provient du sucre de canne brut importé de régions tropicales. Entre 70 et 80%
de la production des raffineries de sucre sont destinés aux fabricants et le reste est distribué au
commerce de détail.

De nos jours, plus de cent pays cultivent la canne a sucre sur 130 000 km’. Les vingt
premiers ont récolté 1 199 millions de tonnes en 2004, soit 91% de la production totale mondiale
(1 317 millions de tonnes). Les plus gros pays producteurs (tableau I.1) sont le Brésil, I'Inde et la
Chine, contribuant respectivement a 31, 19 et 7% de la production totale mondiale. A 'heure

actuelle, la canne a sucre fournit environ 74% de la production mondiale de sucre.



Chapitre I-Synthese bibliographiques

Tableau I.1. Les principaux pays producteurs de sucre de canne (en milliers de tonnes de sucre brut)

Brésil | Inde | Chine | Mexique | Australie | Thailande | Pakistan | Etats- [ Colombie | Afrique
Unis du Sud

28266 | 13700 | 9216 | 6183 5530 5425 3176 3018 | 2621 2235

L 1.2. Description

La canne a sucre (Saccharum officinarum L.) est une plante vivace de la famille des Poacées
ou Graminées au méme titre que le blé, le 11z et le mais. Contrairement a ces derniers la canne a
sucre n’est pas cultivée pour ses graines mais bien pour ses tiges qui renferment un jus sucré. Il

s’agit d'une plante saccharifére qui produit du saccharose.

Toutes les especes du genre Saccharum sont des graminées vivaces de grande longévité
dont I'aspect rappelle celur du roseau (figure 1.1). Elle peut parfois atteindre cing metres et est

essentiellement exploitée dans les zones tropicales et subtropicales.

Figure 1.1. La canne a sucre

Il existe plusieurs variétés qui possedent des caractéristiques diverses (telles que la
robustesse, la teneur en sucre plus ou moins élevée, etc.) adaptées aux différentes régions de
culture. La plante n’est qu'une herbe géante qui se compose de plusieurs parties. La tige est

certamement l'un des éléments qui la caractérise le mieux. Elle est souvent comparée a celle du
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roseau et constitue le réservoir a sucre de la plante avec une proportion de 10 a 18% de saccharose
dont une proportion allant jusqu’a 96% peut étre extraite lors du processus industriel. La tige de la
canne a sucre (ou plutot les tiges, car elles peuvent étre jusqu'a 40 sur le méme pied) est épaisse,
longue (2 a 5 metres de haut) et d'un diametre pouvant aller de 2 a 6 cm. Elle présente un aspect
assez lisse entrecoupé de nceuds ou sont implantés des bourgeons, et d’entre noeuds gorgés d’eau
sucrée (figure 1.2). Les entre noeuds sont généralement long de 10 a 15 cm, mais si les conditions

de croissance sont bonnes ils peuvent atteindre les 30 cm.

éplderme

Entre-noeud |

radiculaire

boungeon
Figure 1.2. Schéma d'un entre-nceud de canne a sucre
Selon les variétés et l'exposition au soleil, la couleur de la tige peut aller du vertjaune au

violet en passant quelquefois par le blanc (figure 1.3). A la hauteur de chacun des noeuds partent

des feuilles alternées et allongées pouvant atteindre un metre cinquante.
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Figure 1.3. 7iges de canne a sucre coupées

En période de floraison, lorsque la canne arrive a maturité, la tige se termine par une
. L . . .

panicule surmontée d'une inflorescence qui portera les graines (figure 1.4).
L’apparition de la floraison marque la fin de la croissance de la plante et le début d’une
augmentation sensible de formation de saccharose qui se déclenche sous I'action de la secheresse
et de la fraicheur nocturne. Pendant la période qui précede la récolte, la plante fabrique peu a peu
son sucre (saccharose) selon le mécanisme de la photosynthese. Le saccharose s’accumule dans la
tige comme réserve énergétique, mais sa répartition n’est pas égale et le sommet de la plante est

moins riche en sucre.

Figure 1.4. La canne a sucre en fleur

11.3. La cam € SUcriére

La récolte de la canne a sucre (figure 1.5) mtervient apres onze a dix-huit mois de culture,

avant la floraison. Elle débute avec le début de la saison et se poursuit apres les premiéres pluies.

10
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Afin de déterminer la période la plus favorable pour la coupe de la canne, la quantité de
saccharose de la tige est mesurée a 'aide d’un réfractometre. Les cannes sont coupées au ras du sol
et la partie supérieure de la plante ainsi que les feuilles sont abandonnées dans les champs, en
raison de leur faible contenu en sucre. La plante ensuite peut se renouveler jusqu’a huit a dix
années consécutives. Au dela de ce temps, 1l faut renouveler les plantes pour s’assurer d’une bonne
teneur en saccharose.

Une fois recus a la sucrerie, les morceaux de canne sont séparés et lavés, s’il y a lieu. Ces
morceaux passent dans trois coupes cannes appelés défibreurs ou les fibres de canne sont séparées.
A ce stade, les morceaux de canne ont une taille de 'ordre de 100 mm de longueur et 4 mm de
diametre. Cette étape de broyage est déterminante et facilite considérablement l'opération
d’extraction.

Le rendement moyen varie entre 60 et 100 tonnes/hectare. Une tonne de canne permet
d’obtenir environ 115 kg de sucre. Les deux régions productrices en France sont les Antilles et la

Réunion.

Figure 1.5. Récolte de Ia canne a sucre

I 1.4, Composition de la canne 4 sucre

Les principaux constituants de la canne a sucre sont le sucre et la fibre (tableau 1.2). Selon
I’état de maturité de la plante la teneur en fibre peut varier de 10 a 18%, la quantité d’eau de 72 a

77% et le saccharose de 12 a 18%.
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Tableau 1.2. Composition moyenne de la canne a sucre

Constituant Teneur (%)
Eau 70
Fibres ligneuses 14
Saccharose 14
Impuretés 2

L 1.5. Procédés de transformation de la canne 4 sucre

Pour extraire, concentrer et raffiner le sucre contenu dans la canne, celle-c1 doit étre
soumise a un traitement qui est devenu trés complexe avec les années. Aujourd’hui, le processus
s’est grandement mécanisé et permet d’obtenir un produit d’'une grande pureté.

Une fois les cannes arrivées a l'usine, elles sont traitées immeédiatement (maximum: une
demi-journée apres la coupe) afin de ne pas perdre trop de leur teneur en saccharose. En effet,
plus le temps entre la récolte et le traitement est long, plus le rendement en sucre est faible. Les
cannes sont coupées en troncons (figure 1.6). Afin de rendre le traitement ultérieur plus aisé, les
troncons de canne vont successivement passer dans un séparateur magnétique qui va permettre de
retirer les éventuels bouts de métal qui risqueraient d'endommager les machines, puis vers un
défibreur qui va broyer les cannes.

Les opérations de base du procédé d’extraction du sucre de canne brut sont les suivant :
Extraction, Epuration, Evaporation, Cristallisation, Malaxage, Turbinage, Séchage, Emballage et

Entreposage.

Figure 1.6. Canne a sucre coupée et préte a étre transtormée
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L'extraction du jus de canne a sucre (appelé vesou) se fait par broyage dans une série de
moulins successifs. Un résidu fibreux est extrait en méme temps que le jus : la « bagasse ». Tout au
long de cette étape, un flux d'eau chaude est injecté afin de faciliter I'extraction du sucre de canne.

Les moulins permettent d’extraire 92 a 969 du saccharose contenu dans les tiges de canne.
Le vesou est d’'une couleur brune assez trouble avec une composition et une qualité qui varient
selon la variété et la qualité de la canne.

Le vesou qui contient un grand nombre d'impuretés est d’abord épuré par tamisage pour
enlever les particules ligneuses, et ensuite par chauffage et par ajout de chaux (chaulage). Une
alcalinisation progressive du vesou jusqu’a un pH supérieur a 8 a donc lieu.

Apres le chaulage, le vesou est porté a ébullition (105°C) dans des réchauffeurs afin de
favoriser I'insolubilisation du floculat. Dans le clarificateur, le vesou décante et les impuretés noires
(ou boues) se déposent au fond. Le jus clair obtenu en surface contient de nombreux sucres
réducteurs, car ’épuration ne les détruit pas.

Les boues récupérées au fond du décanteur sont mélangées avec la fine bagasse (adjuvant
de filtration) et sont filtrés sur des filtres rotatifs sous vide. Le jus obtenu est renvoyé en épuration,
tandis que la boue (ou écumes) devient un sous-produit.

L'étape d'évaporation/cristallisation du jus consiste a amener celui-ci a ébulliion. Le
dégagement de vapeur d'eau va entrainer la concentration du jus sous forme de sirop (609% a 70%
de matieres seches) qui va entrer dans le processus de cristallisation. Pour cela, 1l est alimenté dans
une chaudiere sous-vide a une pression d'environ 0,2 bar et maintenu a une température inférieure
a 80°C (ce qui évite la caramélisation et permet I'évaporation). Le sirop continue a se concentrer
Jusqu'a formation des cristaux. Afin d'accélérer le processus, on peut mtroduire des cristaux de
sucre (souvent du sucre glace) d'une taille de cinq a dix microns dans la chaudiere (c'est I'étape dite
de grainage).

Afin de controler le niveau de grossissement des cristaux de sucre et leur quantité, le
mélange est remué sans interruption et du sirop est ajouté au fur et a mesure de l'opération.

Une fois que les cristaux ont atteint la taille et la quantité désirées, le mélange (appelé
masse-cuite) passe dans des essoreuses afin de séparer les cristaux de l'eau mere. Cette eau mere
ou égout pauvre sert a effectuer un deuxiéme voire un troisieme jet de cristallisation. Les cristaux
obtenus sont lavés par pulvérisation d'eau (claircage). L'eau obtenue apres claircage est également
appelée égout riche. Les cristaux de sucre blanc obtenus au cours du premier jet sont finalement
séchés puis stockés dans des silos. Ils contiennent 99,9% de saccharose.

13
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Lors des deuxieme et troisieme jets, le sucre encore présent est récupéré par cristallisation.
Le sirop final est qualifié de jet d'épuisement (mélasse). Le sucre obtenu lors des deuxieme et
troisieme jets peut étre décoloré par adsorption sur du charbon actif ou dans des échangeurs d'ions
afin de répondre aux exigences de qualité commerciale du sucre.

Apres extraction, une tonne de canne produit environ 250 a 300 kg de sous produits, soit

entre 25 et 30% de la matiere premiere.

L 1.6. Les sous-produits de la canne 4 sucre

L1.0.1. La mélasse

La mélasse contient 35% de saccharose, des sucres réducteurs et d’autres produits
comme des minéraux et des vitamines. Elle est produite a raison de 30 kg/tonne de canne soit 3%
de la matiere premiere. Une bonne partie de la mélasse produite par les sucreries est utilisée pour

la production du rhum industriel. Une autre fraction est destinée vers I'alimentation animale.

L1.0.2 Les boues

Les boues d’épuration renferment une grande quantité de substances organiques dont des

cires et des graisses. Dans certains pays elles sont utilisées pour fertiliser les sols cultivables.

L1.6.5 La bagasse de canne a sucre

La bagasse (figure 1.7), est le résidu fibreux issu de 'extraction du jus de sucre. Il s’agit donc
d’une biomasse lignocellulosique formée par de fibres végétales broyées, et peut présenter jusqu’a
309% de la matiere issue de la canne (Therdyothin, 1992). La bagasse est fortement générée (figure
1.8) par les industries sucrieres plus ou moins partout dans le monde avec une production
mondiale annuelle de 234 millions de tonnes (Liu ez al, 2008).

Sa grande disponibilité, son faible coiit et sa biodégradabilité, rendent la bagasse une bonne

candidate pour une valorisation et une meilleure exploitation (Orlando et al, 2002b ; Pandey ef al,

2000Db).
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Figure 1.7. Bagasse de canne a sucre

Figure 1.8. Photo illustrant la forte abondance de la bagasse de canne a sucre

Dans le procédé typique de I'industrie sucriere (figure 1.9), la bagasse est brulée dans les
chaudieres et sert a la génération de la vapeur sous-pression nécessaire au fonctionnement de la
sucrerie. Dans certains pays comme la Thailande ou en France (Ia Réunion) 'exces de bagasse est
utilisé comme combustible dans des centrales électiques alimentées en biomasse, c’est le cas par
exemple de la centrale bagasse-charbon (Buddadee et al, 2008). Cette valorisation de la bagasse
peut contribuer a augmenter les émissions de gaz a effet de serre générées par les industries
sucrieres de facon générale. Ceci a donc un impact environnemental négatif et nécessite d’urgence
la mise en ceuvre des voies alternatives de valorisation des quantités énormes de bagasse générées
tous les jours. De plus, a la sortie des moulins, la bagasse est a I’état humide, elle est donc
microbiologiquement tres instable et nécessite une étape de séchage pour étre conservée avant

d’étre brulée. Ceci pénalise économiquement son utilisation. Une alternative de 'utilisation de la
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bagasse sous son état humide, directement a la sortie des moulins, pourrait donc étre intéressante
et permettrait d’éviter cette étape de séchage.
La bagasse peut également étre destinée a une autre industrie de transformation comme le
cas de I'industrie papetiere ou elle peut étre utilisée comme complément pour la fabrication de la
N . qe , .. .
pulpe ou de la pate a papier. Cependant, son utilisation actuelle ne concerne qu’une faible partie
de toute la bagasse produite. D’autres voies de valorisation de ce sous-produit ont été réalisées

notamment pour la production de composés a haute valeur ajoutée (Rewell et Keany, 1991).
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Figue 1.9. Diagramme simplifié d’un procédé typique de 'industrie sucriére
(Buddadee et al., 2008)

Afin de mieux conduire et de comprendre les mécanismes d’action qui peuvent étre
mmpliqués au cours de la transformation de la bagasse, des données théoriques sur les composants
de la paro1 végétale de facon générale et ceux de la bagasse de canne a sucre de facon particuliere
ainsl que la connaissance de certains procédés de transformation de I'un de ces composants
majeurs de la biomasse (les hémicelluloses) nous sont parus nécessaires et seront détaillés dans ce

qui suit.

1.2. Composition lignocellulosique de la biomasse de canne a sucre

Les composants majeurs de la bagasse de canne a sucre sont les composants
macromoléculaires de la paroi cellulaire végétale. Elle renferme en moyenne 46-52% d’eau, 43-

52% de fibres (incluant 50% cellulose, 25% hémicellulose et 259% de lignine) et de 2,5% de matiere
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dissoute principalement de sucre (Pandey et Soccol, 1998). La bagasse présente une grande
hétérogénéité morphologique constituée de paquets de fibres et d’autres éléments de structure
comme des vaisseaux, le sclérenchyme (cellules a parois épaisses souvent hignifiées : fibres), du
parenchyme et des cellules épithéliales (Sanjuan er al, 2001). On note que le sclérenchyme et le
tissu des vaisseaux sont les tissus les plus hignifiés. Une étude microscopique a révélé que les parois
cellulaires des entre-nceuds (des tiges) sont composés d’épiderme (5 a 7%), de sclérenchyme (25 a
27%) et de parenchyme (65 a 69%) (Miiller, 1960).

Les parois végétales sont des structures complexes dont la composition varie en fonction de
I'espece botanique, de I'dge de la plante et du tissu considéré.

Des descriptions rigoureuses des sucres contenus dans la biomasse lignocellulosique et la
base chimique pour extraire ces sucres ont été données par Shleser (1994) et le département de
I’énergie US (2003) (d’apres Hamelinck er al., 2005).

De facon générale, La biomasse lignocellulosique est composée de polysaccharides
(cellulose et hémicellulose), de lignine (figure 1.10), et en faible proportion de résidus extractibles,

acides, et sels minéraux.

Cellulose ==

Lignin

S .

Cellulose Bundles

Figure 1.10. Représentations schématiques des composants de la paror cellulaire végétale

(Shleser, 1994).
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L2 1. La cellulose

La cellulose (40-60% de la biomasse seche), homopolymere linéaire d’unités D-
glucopyranose reliés par des haisons B(1-4) (figure 1.11), C’est le biopolymere le plus abondant
dans la nature. L’orientation de ses liaisons ainsi que les haisons hydrogene intermoléculaires
rendent le polymere rigide et difficile a se déstructurer. Ces liaisons permettent aux chaines de [3-
glucanes de  s’aggréger pour former des microfibrilles de 10 a 30 nm de diametre. Ces
microfibrilles constituent des unités structurales de la fibrille élémentaire qui constitue 'unité de

base de la cellulose.

HOH,C HOH;C

/i/\ \/\z /\0 /\/T\/OM

HOHZC

Figure 1.11. Structure chimique partielle de la cellulose

1229 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses (20-40%), le second matériel renouvelable le plus abondant apres la
cellulose, sont des hétéropolysaccharides qui se trouvent associés dans la paroir végétale avec la
cellulose et les lignines. Il s’agit de polymeres non-cellulosiques a structure branchée constitués de
différentes unités de sucres neutres présents a différentes proportions et avec différents
substituants. Les sucres monomeres majeurs sont le D-xylose, L-arabinose, D-glucose, D-galactose,
D-mannose, acide glucuronique, acide 4-O-methyl-D-glucuronique, acide galacturonique et a plus
faible proportions, le I-thamnose, L-fucose et une variété de sucres neutres O-méthylés (Sun et al,
1996). A cause de cette hétérogénéité de leurs constituants chimiques, les hémicelluloses, dans leur
état natif, sont de nature amorphe non cristallisable et sont des polymeres branchés a faible poids
moléculaire (avec un degré de polymérisation entre 80 et 200) ce qui rend leur hydrolyse
relativement plus facile que celle de la cellulose.

Les hémicelluloses peuvent étre classifiées en 4 groupes de polysaccharides de structure de
la paroi cellulaire : les xylanes, les mannanes, les B-glucanes et les xylo-glucanes. Leurs variations

structurales résident dans la nature des chaines latérales, dans la distribution, la localisation et la
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nature des laisons glycosidiques de la chaine de macromolécule. La chaine principale peut étre
constituée d’un seul type d’unité (homopolymere) comme les xylanes ou de deux types ou plus
d'unités (hétéropolymere) comme les glucomannanes. Les chaines principales des hémicelluloses
sont plus courtes que celles de la cellulose et possedent des groupements latéraux, dans certains cas

elles sont branchées.

122 1. Les xylanes

Les xylanes constituent la principale hémicellulose des Graminées et de facon générale, ils
sont les plus abondants des hémicelluloses trouvés dans les paroi cellulaires secondaire des plantes
ou 1ils peuvent constituer plus que 30% de leurs masses seches (Sun et al, 2004). Chez les
dicotylédones (bois durs et plantes herbacées) ils varient de 20-30% et peuvent atteindre les 50%
dans certains tissus des monocotylédones (herbes et céréales).

Les hétéroxylanes sont des hétéropolymeres formés par une chaine d'unités de xylose
reliées par des laisons glycosidiques de type B(1-4), et qui sont ramifiés par des chaines latérales,
comme l'acide D-glucuronique ou son 4-O-méthyle éther, L-arabinose et/ou de différents
oligosaccharides comprenant le xylose, le L-arabinose, D ou L-galactose et de D-glucose.

Les polysaccharides de type xylane peuvent étre divisés en homoxylane ou hétéroxylane
mcluant  les  arabmoxylanes, les  glucuronoxylanes, les  (arabino)glucuronoxylanes,
(glucurono)arabioxylanes, les et les hétéroxylanes complexes.

Les homoxylanes sont constitués de chaines de résidus xylopyranose reliés par des liaisons
glycosidiques de type B(1-3) et/ou B(1-4). On les retrouve chez les algues comme les Palmariales et
les Nemaliales.

Les (arabino)glucuronoxylanes (AGX) et les glucuronoarabmoxylanes (GAX) possedent
des résidus simples d’acide uronique 4-O-méthyl-a-D-glucopyranosyl (MeGA) et de a-L-
arabinofuranose attachés respectivement en position C2 et C3 au niveau des résidus B-(1,4)-D-
xylopyranose et qui peuvent étre également faiblement acétylés.

Les AGX constituent ’hémicellulose domiante de la paroi cellulaire des tissus lignifiés chez les
céréales et les herbes, et possedent généralement, des chaines considérablement plus substituées
par des MeGA que les MGX des bois durs, avec 5 a 6 résidus par groupement d’acide uronique.
Un exemple de structure des AGX est représenté dans la figure 1.12 (a et b). Contrairement aux
AGX, les GAX sont constitués d’'une chaine d’arabinoxylane mono ou di-substituée par des

chaines latérales de a-L-arabinofuranose et par peu d’acide uronique (10 fois moins). Les GAX
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sont localisés au niveau des tissus non endospermiques des graines de céréale comme ceux de blé,
de mais et de son de riz ainsi que chez la canne a sucre. Leur degré de substitution et leur
conformation dépendent fortement de leur origine.

La plupart des glucuronoxylanes, possedent des résidus simples d’acide uronique 4-O-
méthyl-a-D-glucopyranosyl (MeGA) attachés, en position C2, a la chaine principale de
xylopyranose. Ce type de xylane est appelé 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylane (MGX). L’acide
glucuronique peut étre présent au niveau des chaines latérales sous sa forme 4-O-méthylée ou non
méthylée. Les MGX représentent le composé majeur des bois durs avec un rapport xylose/MeGA
qui varie de 4/1 a 16/1 avec une moyenne de 10/1. Le xylane a son état natif et stable a été supposé
acétylé.

Les arabinoxylanes ont été détectés chez une variété de céréale comme le blé, le
seigle, I'orge, 'avoine, le riz, le mais, le sorgho et aussi chez la canne a sucre, ainsi que chez
d’autres plantes. Ils représentent le composé majeur de I’hémicellulose des parois cellulaires de
I'endosperme amylacé (farine) et dans les enveloppes (son) des graines (figue 12, ¢ et d).

Les arabioxylanes sont des polymeres neutres ou faiblement acides, leur chaine hinéaire est
en partie substituée par des résidus a-L-arabinofuranose en position O-2 et/ou (O-3. Des acides
phénoliques comme l'acide férulique et p-coumarique ont été trouvés estérifiés en position O-5 au
niveau des résidus d’arabinofuranose.

Les hétéroxylanes complexes, sont présents chez les céréales, les graines, les exsudats et les
mucilages, et sont constitués d’une chaine principale de [(1-4)-D-xylopyranose décorée par une
variété de chaines latérales de mono et d’oligo-glycosyl.

Les travaux de Sun ef al, (2004) ont montré que les hémicelluloses de la bagasse de canne
a sucre sont de type L-arabino-(4-O-méthyle-Dglucurono)-D-xylane, formées de chaines de résidus
xylose reliées par des liaisons B(1-4) qui sont branchées principalement par des arabinofuranosyl et
des unités 4-O-methylglucuropyranosyl. Des acides p-coumarique et ferulique ont été trouvés
estérifiés aux polysaccharides et a la lignine, respectivement.

Les travaux de Xu ef al. (2004) ont montré que les hémicelluloses de la bagasse de canne a
sucre sont constituées de 88,6% de pentosanes, 1,8% d’acide uronique et de 1% de lignine (lignine
résiduelle). L’analyse des sucres a montré que le xylose est le sucre prédominant (80,9% de la
totalité des sucres. I’arabinose (9,3%) et le galactose (5,6%) sont respectivement le second et le 3™

constituants majeurs.
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Figure 1.12. Staucture chimique particlle de a) O-acéthyl-4-O-methylglucuronoxylane de bors dur; b)
Arabio-4-O-methylglucuronoxylane de bois tendre ; ¢) arabinoxylane de son de blé ; d) arabmoxylane
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Les acides wuroniques (1,8%), principalement de Tacide 4-O-méthyle-a-D-
glucopyranosyluronique (MelcA), le glucose (1,59%) et le mannose (0,8%) sont les constituants

mineurs. Les ratios molaires de xylose/arabinose /galactose/MelcA/glucose/mannose  sont

83/10/5/1/1/0,7.

L2.3. La lignine

La hignine représente 10-25% de la biomasse lignocellulosique seche, elle constitue un
complexe polymérique aromatique hétérogene formé par des unités de phénylpropane reliées
principalement par des liaisons B-O-4 aryle éther et de groupements méthoxy. Ce sont des
substances polyphénoliques qui s’incrustent dans la paroi cellulaire pour cimenter les cellules
végétales entre elles, ce qui confere a la lignine son role protecteur et de rigidité cellulaire. La
lignine est le constituant majeur des parois secondaires des tissus conducteurs et de soutien. Sa
teneur est variable selon l'espéce d’origine, le tissu considéré et 1'age de la plante (He et
Terashima., 1991).

La macromolécule de lignine ne peut pas étre décrite par une simple combinaison d’une ou
de quelques unités monomériques comme la cellulose et I'hémicellulose. Plusieurs études avec du
carbone marqué ("C) ont confirmé que les alcools p-hydroxy-cinnamyl, p-coumaryl, coniferyl, et
synapyl, sont des précurseurs primaires de I’édifice de toute la lignine (Fengel et Wegener, 1989).
La structure de lignine a fait 'objet de plusieurs modeles, un modele de structure est donné dans la

figure 1.13.
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Figure 1.13. Schéma structural de la lignine
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12.4. Composants mineurs

Parmi les composants mineurs qui peuvent exister dans la paroi végétale et particulierement
celle des graminées, 1l y a les acides phénoliques (Hartley er al., 1981).

Les principaux acides phénoliques les plus rencontrés chez les graminées sont les acides
appelés hydroxycinamiques (Bunzel er al, 2002) et qui sont: l'acide férulique et l'acide p-
coumarique. Ils peuvent se trouver sous leurs formes cis ou trans mais ils sont majoritairement
présents sous la forme trans la plus stable.

Les acides féruliques sont sous forme monomérique ou dimérique et sont reliés par des
liaisons ester aux résidus arabinosyl en position O-5. Les diférulates réticulent les polysaccharides
de la paroi cellulaire et influencent I'intégrité de cette derniere (Bunzel er al, 2001). Il agissent
également en tant que site de nucléation pour la lignificaion (Hatfield e al, 1999).

L’existence des acides férulique et p-coumarique dans les parois cellulaires de la bagasse a
été reportée par Kato er al. (1987) dans leur étude du complexe lignine-hémicellulose. Les auteurs
ont montré que 'acide férulique et 'acide p-coumarique sont estérifiés aux hémicelluloses et a la
lignine, respectivement, dans la paroi cellulaire de la bagasse. Les mémes auteurs ont montré que
le site de féruloylation des hémicelluloses de la bagasse est exclusivement en O-5 du résidu L-
arabinofuranosyl qui est attaché a la chaine de xylane en position O-3. D’ailleurs, Kato er al. (1983)
ont pu isoler un trisaccharide feruloylé (O-[5-O-(trans-feruloyl)-a-I-arabinofuranosyl]-(1-3)-O-3-D-
xylopyranosyl-(1-4)-O-B-D-xylopy-ranosyl-(1-4)-D-  xylopyranose) a  partir  un  hydrolysat

enzymatique du complexe lignine-polysaccharides de la bagasse.

L1.2.5. Les laisons interpolyméres chez les graminées

Les divers constituants pariétaux sont reliés entre eux par plusieurs types de haisons :
covalentes, 1oniques, hydrogene, etc.

La lignine semble ne pas étre déposée de facon simple entre les polysaccharides pariétaux,
mais reliée et associée en partie avec eux et forme ce qu’on appelle un complexe polysaccharide-
lignine. Ce complexe rend les composés difficilement séparables par des traitements chimiques
sélectifs ou par une séparation spécifique ou par des techniques de purification.

Dans le modele courant de la structure de la lignocellulose, les fibres lignocellulosiques sont
mmbriquées dans une matrice lignine-polysaccharide. Les hémicelluloses (particulierement les
xylanes) jouent un role significatif dans 'mtégrité des parois cellulaires par des liaisons covalentes et
non covalentes (Thomson, 1993).
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L25. 1. Les llaisons covatentes

L25.1.1. Les haisons diphénoliques

Ces liaisons caractérisent les parois des graminées a cause de la présence des acides
hydroxycinnamiques. Ces molécules sont bi-fonctionnelles et interviennent dans 1’établissement des
liaisons intra-polymeres entre les arabioxylanes par des haisons de type ester (Lam et al., 1992), et
entre arabinoxylanes et lignines par des haisons de type éthers (liaisons éther 4-O ou éther 4-O-f3

(Scalbert et al., 1985 ; Iiyama et al., 1990).

L25.1.2. Les haisons glvcosidigues

Des haisons de type glycosidiques peuvent exister entre I'hydroxyle hémiacétalique des
sucres et les groupements hydroxyles des glycoprotéines (Sakai et al, 1993) ou des lignines

(Joseleau et Kesraoui, 1986).

125.1.5. Les llaisons ester

Des lhaisons ester peuvent également exister entre les fonctions carboxyliques des

glucuronoarabinoxylanes et les fonctions alcools des monomeres de lignines (Erikson ez al., 1980).

120.1.4. Les laisons éther

Des laisons covalentes de type éther sont responsables de I'association entre les polymeres
de lignine et d’arabinoxylanes, en faisant intervenir la fonction hydroxyle phénolique des lignines et

les fonctions hydroxyles en C2 et C3 des arabinoxylanes (Watanabe et al, 1989).

La figure .14 résume les différents types de haisons covalentes qui peuvent exister entre la
lignine et les différents composants pariétaux. Il est a noter que les liaisons éther sont stables en

milieu alcalin) alors que les liaisons ester sont alcalino-labiles.
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Figure 1.14. Les types de haisons lignine-polysaccharide les plus suggérés (Fengel et Wegener, 1959)

1.2.5.2 Les lhaisons non-covatentes : Les laisons Hydrogénes

Des laisons hydrogene intermoléculaires se créent afin de permettre la stabilisation des
chaines de cellulose. Ces mémes liaisons contribuent également a la formation des microfibrilles de
cellulose. Les liaisons hydrogene assurent I'interaction entre les chaines d’arabinoxylnanes et aussi

entre celles-c1 et la cellulose (Valent et Albersheim, 1974 ; Hayashi, 1989).

L’ interaction entre les arabinoxylanes dépend de leur degré de substitution par 'arabinose.
En effet, seuls les arabinoxylanes peu ramifiés établissent des liaisons hydrogene entre eux et avec
la cellulose. Des liaisons hydrogene peuvent également se former entre la lignine et les

polysaccharides dans le réseau pariétal (Houteman er al., 1995).

1.3. Intéréts technico-économiques des hémicelluloses

Les hémicelluloses ont attiré de plus en plus un grand intérét en tant que biopolymeres a
potentiel d’utilisation technico-économique. En effet, elles constituent d’une part, une source de
polymeres a applications chimique et pharmaceutique, comme la production des biopolymeres
cationiques (Ebringerova et al, 1994) les hydrogels (Gabriell ef al., 2000) et des dérivés de chaines

alkyl ester (Fang et al, 1999), et d’autre part, elles peuvent étre une source renouvelable pour la
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production d’'un certain nombre de composés chimiques qui peuvent étre utilisables dans divers
domaines.

Les xylanes représentent une source importante de composés chimiques dont la nature
dépend largement de I'étendue de 'hydrolyse de ces polymeres lors de leur extraction. En effet,
par hydrolyse on obtient soit des sucres monomeres fermentescibles, tels que le xylose, 'arabinose
ou des acides féruliques, soit des oligomeres ou xylo-oligosaccharides solubles non digestibles.

Le xylose, pentose (C:HwO:) (figure 1.15) de PM de 150,131 g/mole, utilisé comme un
édulcorant et/ou stabilisant dans différents produits alimentaires (Hoopman er al, 1993). 1l peut

étre converti biotechnologiquement en xylitol (Winkelhausen et Kuzmanova, 1998).

HO —Q
HO OH

OH

Figure 1.15. Structure du xylose

Le xylitol (C:H.Os) c’est un polyol qui possede des propriétés intéressantes ce qui fait sa
haute valeur pour les industries pharmaceutique, odontologique et alimentaire. Il s’agit d’un
composé qui a un pouvoir sucrant similaire au saccharose (Manz et al., 1973), non-cariogene qui
est déja exploité en industrie alimentaire comme grédient dans le chewing-gum et le dentifrice
(Pepper et Olinger, 1988). De plus 1l peut étre utilisé par les personnes obéses ou diabétiques
(Yhkahri, 1979). Sa production par vole fermentative permet [utilisation des résidus
agroindustriels, comme la bagasse de canne a sucre et offre une alternative au procédé
conventionnel d’hydrogénation catalytique du xylose (Farmos-Yhtymi Oy, 1988).

L’arabinose, est utilisé dans des diagnostics bactériologiques (Gibson et Friedman, 1978) et
médicauxet (Dorado et Pueyo, 1988) et est un agent antiviral.

Selon les directives de I'Union Européenne (EC directives 88/338), ces composés, quand ils
sont produits par conversion enzymatique du matériel végétal, sont classés dans la catégorie des
produits naturels.

Les xyloohigosaccharides ont des propriétés de prébiotiques en améliorant la croissance des

bifidobactéries (Fooks et al., 1999 ; Modler, 1994).
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Par ailleurs, 'acide férulique ayant potentiellement diverses applications commerciales
(Graf, 1992) comme un agent antioxydant, conservateur, antimicrobien, anti-inflammatoire et un

précurseur de flaveur alimentaire (vanille).

1.4. Méthodes d’extraction des hémicelluloses

L’extraction des hémicelluloses consiste a les libérer de la matrice lignocellulosique.
Cependant, la libération des composés hémicellulosiques a partir des parois cellulaires végétales est
restreinte par la présence du réseau de lignine, en plus des liaisons ester et éther du complexe
lignine-hémicellulose. De plus I'étendue des haisons hydrogene entre le polysaccharide individuel
des composants pariétaux peut géner I''solement des hémicelluloses (Ebringerova et al., 2000).

L’extraction des hémicelluloses a partir de substrats végétaux a fait 'objet de nombreux
travaux et différents méthodes d’extraction ont été proposées. Ces méthodes peuvent étre

chimique, physico-chimique et enzymatique.

L4.1. Méthodes chimiques

Dans les procédés d’hydrolyse chimique des matériaux hgnocellulosiques, un ou plusieurs
réactifs chimiques sont utilisés en général dans le but d’hydrolyser a la fois les hémicelluloses et la
cellulose. Dans ce type de traitement, les hémicelluloses a structure hétérogeéne et de degré de

polymérisation relativement plus faible que celur de la cellulose, sont les premieres a étre

hydrolysées (Gong et al., 1981 ; Grethlein, 198)5).

L 4. 1.1. Hyvdrolyse acide

Des acides concentrés comme 'acide sulfurique (H.SO.) et 'acide chlorhydrique (HCI)
sont utilisés pour traiter les matériaux lignocellulosiques. Malgré leur nature d’agents forts
préconisés pour une hydrolyse complete, leur faible rentabilité a entrainé leur abandon. En effet,
les acides concentrés sont toxiques, corrosifs, non spécifiques et nécessitent des réacteurs résistants
a la corrosion. En plus, 'acide concentré doit étre récupéré apres hydrolyse pour que ce procédé
soit économiquement faisable (Sivers et Zacchi, 1995).

L’hydrolyse a l'acide dilué a été développée avec succes pour traiter les matériaux
lignocellulosiques. En effet, un prétraitement al’acide sulfurique dilué peut permettre un
rendement de réaction élevé et une amélioration significative de I’hydrolyse de la cellulose
(Esteghlalian, 1997). Plus récemment, des procédés d’hydrolyse a lacide dilué utihsant des
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conditions moins séveres, ont été développés avec de forts rendements de conversion des xylanes
en xylose (Sun et Cheng, 2002).

Deux types de prétraitements a 'acide dilué existent :

- un procédé continu a haute température (>160°C) pour de faibles concentrations de

solides (5-109 m/m) (Brennan et al, 1986 ; Converse et al., 1989).

- et un procédé «batch» discontinu a faible température (<160°C) pour les fortes

concentrations de solides (10-409% m/m) (Cahela et al., 1983 ; Esteghlalian, 1997).

Le prétraitement par de I'acide dilué a haute température permet toujours I’hydrolyse de
I’hémicellulose en ses sucres monomeres (xylose, arabinose, et autres sucres) (Bungay, 1992). Le
résidu solide contient la cellulose et le plus souvent de la lignine.

L’utilisation des acides pour libérer ’hémicellulose a été testé sur une large gamme de
matieres lignocellulosiques allant des bois durs aux herbes et aux résidus de I’agriculture (Knappert
et al, 1981 ; Converse et Grethlein, 1985 ; Grous et al, 1985 ; Lee et al,, 1978 ; Grohmann et al.,
1985 ; Torget et al., 1990, 1991, 1992).

Des prétraitements de bois de peuplier et de paille de blé ont été réalisés pour des
concentrations élevées de solides de 'ordre de 20 a 409 dans des tubes a essai chauffés dans des
blocs en aluminium a des températures de 140 et 160°C (Grohmann er al., 1986).

Ce procédé a été applhqué a la production de furfural par hydrolyse a lacide dilué des
noyaux d’olives, et a abouti a 50-65% de rendements théoriques (Montané et al., 2002).

Cheng et al. (2008) ont procédé a une hydrolyse acide de la fraction hémicellulosique de la
bagasse de canne a sucre (109 w/w) avec de l'acide sulfurique (1,25% w/w) a 121°C pendant 2
heures. Une concentration de xylose de 17,1 g/LL a été obtenue dans la premiere étape d’hydrolyse.
En plus du xylose, 'hydrolysat acide obtenu contient le glucose (7,2 g/1), 'arabinose (2 g/1), le
cellobiose (0,5 g/L), le galactose (0,9 g/L), le mannose (0,3 g/L), 'acide acétique (4 g/L) et le
furfural (1,4 g/L).

Les avantages des procédés d’hydrolyse a 'acide dilué sont hiés d’une part a I'utilisation
d’une concentration élevée en biomasse, d’otl une concentration en sucre plus importante dans les
hydrolysats (Parisi, 1989), et d’autre part a 'absence de recyclage de I'acide nécessaire dans le cas
de l'utilisation des acides forts.

Cependant, '’hydrolyse a 'acide dilué s’accompagne toujours d’une perte de matériel liée a

la dégradation des sucres et a la formation de nombreux composés mhibiteurs: furfural,
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hydroxyméthylfurfural, acide acétique, etc. ; ce qui rend les hydrolysats difficiles a fermenter. En
plus des réactions de réversion des sucres pourraient se produire, et qui se traduisent par une
repolymérisation en oligosaccharides non fermentescibles (Shah er al, 1984). Malgré le fait que le
prétraitement a acide dilué peut améliorer significativement ’hydrolyse de la cellulose, son cott
reste généralement plus élevé que celul de certains procédés de prétraitements physico-chimiques
comme l'explosion a la vapeur ou 'AFEX (voir plus loin). En effet, une étape de neutralisation du
pH est toujours nécessaire pour une hydrolyse enzymatique ou pour des procédés de fermentation

ultérieurs.

L4.1.1.1. Mécanisme de hvdrolyse acide des hémicelluloses

En plus de ’hydrolyse enzymatique, I'hydrolyse chimique acide des liaisons glycosidiques
constitue la réaction de dégradation essentielle et la plus typique des oligo- ou des polysaccharides.

Le mécanisme moléculaire principal de I’hydrolyse acide est représenté dans la figure suivante :
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Figure 1.16. Mécanisme de I'hydrolyse acide des liaisons glycosidiques (— Réaction dominante)

Le mécanisme de 'hydrolyse acide aboutissant a la rupture des haisons glycosidiques se
déroule en trois étapes. Dans la premiere étape, le proton du catalyseur acide interagit rapidement
avec 'oxygene de la liaison glycosidique reliant deux unités de sucre (I), formant ce qu’on appelle
un acide conjugué (II). Cette étape est suivie d’un faible clivage des liaisons C-O donnant naissance

a un cation carbonium cyclique (III). La protonation peut également se produire au niveau de
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I'oxygene inclus dans le cycle (II), résultant en une ouverture du cycle et a la formation d’un
cation carbonium non cyclique (III’). Ce n’est pas tres clair lequel des 1ons carbonium est le plus
abondant, mais 1l est fort probable que les deux modifications de la protonation puissent avorir lieu.

L1on oxocarbonium tautomérique se trouve sous la conformation demi-chaise comme le
montre la figure 1.17 et le cation carbonium mitie une addition finale rapide d’'une molécule d’eau,

résultant en la formation d’un produit final stable et la libération d™un proton.

4%-0H H S%~0H

——— - 5

HO’B/C 0—3 HE]B/
HO- T3 HO~ 13

Figure 1.17. Conformation demi-chaise de l'ion tautomérique oxocarbonium (Fengel et Wegner, 1959)

Les cinétiques de 'hydrolyse et le temps nécessaire a la dégradation sont influencés par la
nature du milieu acide et les caractéristiques du substrat. En effet, le milieu réactionnel peut étre
caractérisé par le type de 'acide, le pH, la force de I'acide, la température et la pression. En ce qui
concerne le substrat, les facteurs les plus mmportants sont: son état de phase, ses propriétés
physiques, son accessibilité (dans le cas de ’hydrolyse homogene ou hétérogene), sa conformation,
sa structure et ses substituants. Les réactions d’hydrolyse des laisons glycosidiques sont
généralement des réactions de premier ordre, mais le taux d’hydrolyse dépend fortement de 'acide
et du substrat.

Par alleurs, des réactions de déshydratation qui se produisent typiquement durant les
traitements thermiques des polysaccharides, ces réactions se produisent également et
mévitablement dans les conditions d’hydrolyse acide provoquant la décomposition des sucres
hydrolysés. La déshydratation catalysée par l'acide, dans des conditions modérées, mene a la
formation des sucres anhydres avec des haisons glycosidiques intramoléculaires résultant de
I’élimination d’une molécule d’eau a partir de deux groupements hydroxyl (comme par exemple le
1,6 glucose anhydre). Puisque ces liaisons sont facilement hydrolysables, une série de produits de
dégradation supplémentaires peuvent se former dont certains sont des composés aromatiques
condensables. Les produits de dégradation les plus importants sont : le furfural, formé a partir des

pentoses et des acides uroniques, et ’hydroxyméthylfurfural (HMF) formé a partir des hexoses
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comme le glucose (figure 1.18). L’utilisation des acides concentrés a hautes température favorise

considérablement la formation de ces composés.

r—“‘ Produits de condensation
CHo0H

0. ,OH _ ZH,0 Hol—CH

o 3H30 U + *2H0 2| ] 2 + HCOOH

s HOH,C Hyt—¢  COOH

OH i

Glucose Hydroxyméthl- Acide Acide

furfural levunilique formique

0. OH _

OH m || [] ———= Produits de condensation

HO 0" CHGC

OH

Xylose Furfural

Figure 1.18. Formation en milieu acide du furfural, hydroxymethifurfural, Iacide levulinique et acide
formique a partir des monosaccharides (Nabarlatz, 2000)

L 4. 1.2 Hyvdrolyvse alcaline

Les prétraitements en milieu alcalin se rapprochent des procédés papetiers, et ont, pour la
plupart, été développés avec des pilotes de 'industrie papetiere.

De nombreuses études ont été réalisées, soit avec uniquement de la soude, soit avec de la
soude et d’autres produits (Ogier ef al., 1999). Les conditions habituelles des ces prétraitements
sont: NaOH a 8-12% (massique/matiere seéche), temps de séjour de 30 a 60 min et une
température entre 80 et 120°C (Pourquié et Vandecasteele, 1993).

L’extraction des hémicelluloses dans les conditions alcalines mmplique I’hydrolyse des
liaisons ester pour les libérer de la matrice lignocellulosique. Ce traitement permet la solubilisation
de presque la totalité de lignine et une partie des hémicelluloses.

Le résidu obtenu présente une excellente susceptibilité a T'hydrolyse enzymatique.
Lefhicacité du traitement alcalin dépend de la nature du substrat et des conditions de traitement : 1l
est plus efficace sur des résidus agricoles tels que les bagasses et les pailles que sur des co-produits

du bois (McMillan, 1994).
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Il a été suggéré que les xylanes contenant un haut degré de substitution a 'intérieur de la
chaine sont plus solubles en milieu alcalin et sont moins reliés a la cellulose, tandis que des
molécules faiblement substituées sont moins solubles en milieu alcalin et sont plus étroitement
reliés a la cellulose.

Plusieurs solutions alcalines (NaOH, KOH, Ca(OH): et Ba(OH)-) ont été testées en faisant
varier la concentration d’alcalin, le temps et la température de réaction pour déterminer I'optimum
des conditions d’extraction d’hémicelluloses a partir de 'herbe du vétiver. Le meilleur rendement
(859) a été obtenu avec le traitement par NaOH 4M, a température ambiante et pendant 8 heures
(Methacanon et al., 2003).

Un traitement alcalin pour le fractionnement des matériaux hémicellulosiques a partir de la
paille de blé a été également proposé par Sun et al. (1995) qui ont obtenu 60% et 80% de lignine
et d’hémicellulose. Du xylane hautement pur (949%) a été extrait par différentes solutions alcalines
comme 'hydroxyde d’ammonium, ’hydroxyde de calcium et 'hydroxyde de potasstum (Hespell,
1998).

Les travaux de Sun er al (2004) sur le fractionnement et extraction alcaline des
hémicelluloses de la bagasse de canne a sucre, ont montré que des traitements successifs de la
bagasse par un alcalin et un peroxyde alcalin ont permis de libérer 90,4% des hémicelluloses et
89% de la hignine totale de la paroi cellulaire de la bagasse. Les auteurs ont montré que les hautes
concentrations d’alcalins et de peroxyde alcalins (2 M NaOH et 3% de peroxyde d’hydrogene) ont
été les plus efficaces sur le clivage des haisons a-éther entre la lignine et '’hémicellulose de la
bagasse.

L’efficacité du traitement alcalin s’accompagne toujours d’une perte de 30 a 35% de la
matiere seche itiale (Pourquié et Vandecasteele, 1993). De plus, dans certains cas, ce traitement
peut engendrer une hydrolyse partielle de la cellulose et donc la libération du glucose dans les
fractions hémicellulosique récupérées (Sun er al, 2004 ; Sun et al., 2003)

D’autre part, le cott actuel des réactifs chimiques, tels que la soude, pénalise fortement le
procédé. La nécessité de lavage et de neutralisation du résidu solide pourrait engendrer des cofits

supplémentaires dans certains procédés (Pourquié et Vandecasteele, 1993).

14.1.53. Procédé Organosolv
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Le principe de cette technique, venant de l'industrie papetiere, consiste a rajouter un
solvant organique (méthanol, éthanol, acétone, éthyléne glycol, triéthylene glycol et I'alcool
tétrahydrofurfuryl) (Cham et al, 1988 ; Thring ef al., 1990) (ou un mélange de solvants aqueux et
organique avec des catalyseurs acides inorganiques (HCI ou H.SO,)), au procédé de prétraitement,
afin de rompre les liaisons internes de lignine et d’hémicellulose. Des acides organiques comme les
acides oxalique, acétylsalicylique, et salicylique peuvent également étre utilisés comme catalyseurs
dans les procédés Organosolv (Sarkanen, 1980).

Ce traitement aboutit a la solubilisation de la lignine et de la fraction hémicellulosique avec
de bons rendements de récupération de sucres (Cham ef al, 1985). Dans ce procédé, le solvant
organique est extrait par évaporation, puis recyclé et la lignine précipitée est récupérée par simple
filtration ou centrifugation.

Pour la production des glucuronoarabinoxylanes a partir du son de blé, Hollman et
Lindhauer (2005) ont proposé un procédé organosolv a ’échelle pilote comprenant une étape de
purification (ébullition dans I'éthanol a 709%) suivie d’'une extraction a I'eau des arabinoxylanes
solubles. Le produit final obtenu par précipitation a I’éthanol était de 70-80% de pureté.

Lawther et al, (1995) ont obtenu des produits hémicellulosiques a partir de la paille de blé
par combinaison d’une extraction par le diméthylsulfoxide (DMSO) suivie d’une extraction a
I’hydroxyde de potassium et de borate de sodium.

Les parois cellulaires des arbustes chinois Haloxylon ammodendron et Elacagnus
angustifolia ont été fractionnées dans des conditions acides par deux étapes d’extraction successives
au moyen d’'un mélange eau/éthanol (60 :40 v/v), ce qui a permis la solubilisation de 84 et 88%
respectivement, des hémicelluloses mitiales (Sun et al., 2002).

Le procédé organosolv donne une cellulose presque dépourvue aussi bien d’hémicellulose
que de lignine (Puls et al., 1985a).

Le principal inconvénient de cette technique demeure le coiit élevé du solvant. La nécessité
de recycler le solvant condamne économiquement l'utilisation de ce procédé pour fractionner la

biomasse lignocellulosique (Ogier et al., 1999).

L4.2. Méthodes physico-chimiques
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L4.2 1. Traitements hydrothermiques

Les traitements hydrothermiques se réferent a I'utihisation de I'eau, sous son état de liquide
ou de vapeur, et de la chaleur pour traiter la biomasse lignocellulosique (Laser et al, 2002). Ces
traitements sont désignés dans la littérature parles termes suivants: autohydrolyse (Lora et
Wayman, 1978; Conner, 1984; Carrasco, 1989; Tortosa et al, 1995), hydrothermolyse (Bonn et
al., 1983; Hormeyer ef al., 1988; Kubikova et al, 1996), extraction ou liquéfaction aqueuse (Heitz
et al, 1986; Saska et Ozer, 1995), aquasolv (Kubikova et al, 1996), préhydrolyse a I’eau (Conner,
1984), et traitement a la vapeur ou extraction a la vapeur (Ramos ef al., 1992).

Certains auteurs classent ce type de traitement dans la catégorie des traitements physico-
chimiques. D’autres ne le font pas du fait qu’il s’agit d’un traitement qui n’utilise pas de réactif
chimique.

De nombreuses technologies basées sur les traitements hydrothermiques qui ont été
utilisées pour le fractionnement de la biomasse lignocellulosique, possedent toutes leurs
antécédents dans les procédés thermomécaniques développés par les industries papetieres (dans la
fabrication des pulpes et de pates a papier) (Overend et Chornet, 1987). En effet, une pré-
hydrolyse en phase aqueuse est utilisée dans le procédé Kraft (lors de la fabrication de pate a
papier de type chimique) pour éliminer toute I’hémicellulose et 'obtention de cellulose a haute
pureté (Wenzl, 1970). Un traitement a la vapeur est aussi utilisé pour prétraiter les bois dans la
plupart des procédés thermomécaniques pour la fabrication des pates a papier.

Les traitements a 'eau et a la vapeur semblent étre les plus efficaces parmi les procédés
thermomécaniques connus, permettant une hydrolyse sélective de I’hémicellulose et par
conséquent de séparer la biomasse lignocellulosique en deux fractions : un extrait aqueux composé
principalement des dérivés de I'hémicellulose avec une fraction de lignine soluble, et une pulpe
solide composée de cellulose presque mtacte et de résidu de lignine facilement extractible (Van
Walsum et al., 1996 ; Garrote et al., 1999).
La pulpe solide peut subir d’autres traitements comme la délignification pour séparer cellullose et
lignine (Biermann et al., 1984 ; Lora et Wayman, 1978 ; Heitz et al., 1991; Shimizu et al., 1989) ou
une hydrolyse enzymatique de la cellulose (Biermann er al, 1984 ; Poutanen et Puls, 1984 ; Miceh
et al, 1996 ; Ramos et al, 1983; Well et al., 1997 ; Well et al,, 1998).

Le procédé de traitement a la vapeur consiste a porter le végétal rapidement a haute

température (180°C-240°C) par njection de vapeur sous pression. Quand l'arrét du traitement
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seffectue par décompression brutale, 11 s’agit de lexplosion a la vapeur (Pourquié et
Vandecasteele, 1993). Les temps de séjour varient de 10 secondes a quelques minutes, pour des
pressions allant de 10 a 50 bars.

Quant au traitement en phase aqueuse, le procédé consiste en une simple cuisson a 'eau
sous forte pression (qui fait maintenir 'eau sous son état liquide a température élevée), et le

procédé fonctionne comme un simple autoclave (procédé discontinu).

L4.2 1.1. Mécanisme de réaction de thermohydrolyse

La réaction se déroule a des températures qui peuvent varier de 150 a 230°C. A ces
températures, la lignocellulose subit des réactions d’hydrolyse en présence des ions hydronium
générés par lautoronisation de P'eau et qui jouent le role de catalyseurs. Les haisons éther
hétérocychques des hémicelluloses sont les haisons les plus susceptibles a ce type de réaction
conduisant a la fois a la génération des oligosaccharides solubles et a la libération de l'acide
acétique par réaction de saponification des groupements acétyles présents dans la fraction
hémicellulosique. A des stades plus avancés de la réaction des 1ons hydroniums sont également
générés suite a I'autolonisation de 'acide acétique et qui catalysent a leur tour la dégradation des
oligomeres en monomeres (xylose ou glucose).

Dans les conditions de thermohydrolyse généralement utilisées, la formation des 1ons
hydronium a partir des acides acétiques est plus importante que celle a partir de 'eau (Heitz et al.,
1986 ; Carrasco, 1989), le réle de 'autoionisation de I'eau est limité aux étapes mnitiales de réaction.

Les acides uroniques peuvent également étre libérés et contribuer a la génération des 1ons
hydronium, mais leurs effets ne sont pas bien établis (Garrote et al., 1999).

On note que durant le traitement hydrothermique I'arabinose est facilement libéré de la
chaine de xylane.

Dans les conditions de cette réaction, les monomeres libérés de xylose ou de glucose
peuvent se déshydrater respectivement, en furfural et en hydroxymethylfurfural.

Les produits majeurs des réactions d’autohydrolyse dans les conditions de température et
de pression les plus modérées, sont des xylooligosaccharides qui peuvent présenter une large
distribution de poids moléculaires. Cette distribution dépend de la nature du substrat utilisé ainsi
que des conditions opératoires. En effet, les traitements a sévérité croissante provoquent la
dimimution des degrés de polymérisation mais aussi 'augmentation de la dégradation des

xylooligosaccharides en xylose.

3
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Les fractions de la matiere lignocellulosique autres que ’hémicellulose, peuvent également
réagir en présence de l'eau. En effet, la cellulose et la lignine peuvent partiellement se
dépolymériser par les mémes réactions de thermohydrolyse. De plus, des réactions de
condensation impliquant le furfural, la lignine et/ou des réactions intermédiaires ont été reportées
(Lora et Wayman, 1978; Dekker et Wallis, 1983; Muzzy et al, 1983; Aoyama et al.,1995).
Carrasco et al. (1987) ont déterminé la génération de CO: a partir des acides uroniques suite a la

décomposition des groupements carbonyle.

L4.2 1.2. Conditions opérationnelles utilisées dans les traitements hyvdrothermiqgues

Lefficacité des traitements hydrothermiques dépend fortement de nombreux parametres
expérimentaux. Les parametres qui semblent avoir le plus d’influence sont : la température et le
temps de traitement, la concentration (exprimée en rapport liquide/solide) ainsi que la composition
et certaines propriétés physico-chimiques des substrats utilisés.

Plusieurs conditions opérationnelles de traitements hydrothermiques ont été employées
dans de nombreux travaux. Le tableau 1.3 résume quelques conditions utilisées.

Dans les traitements hydrothermiques, les températures sont généralement comprises entre
150 et 230°C. Cet intervalle a été fixé d’une part, par la faible vitesse des réactions hydrolytiques
observée aux alentours de 100°C (Abatzoglou et al., 1992 ; Tortosa et al, 1995) et d’autre part, par
le fait que les réactions de dégradation de la cellulose commencent a étre importantes a 210-220°C
(Heitz et al., 1986 ; Rubio ef al., 1994). Biermann ef al, (1984) ont reporté que la cellulose a été
affectée de facon significative a 270°C, alors que Bonn er al, (1983) ont employé les traitements
hydrothermiques a 260-270°C pour la saccharification de la cellulose.

Le rapport iquide/solide, un parametre opérationnel important et qui a varié d’'une étude a
une autre de 1 a 40 g/g avec une valeur tres utilisée de 10 g/g (tableau 1.3). Des variations modérées
de ce rapport ont eu peu d’effet sur le procédé hydrothermique du matériel lignocellulosique
(Lamptey et al., 1985 ; Aoyama, 1996).

Le temps de réaction dans les traitements hydrothermiques reporté dans la hittérature varie
dans une large gamme allant de quelques secondes a haute température (Biermann et al., 1984 ;
Capek-Ménard er al, 1987 ; Barnet et al, 1989) jusqu’a plusieurs heures dans des conditions les
plus modérées (Conner, 1984 ; Saska et Ozer, 199)5).
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Tableau 1.3. Conditions opérationnelles utilisées dans des traitements hydrothermiques des matériaux

lignocellulosiques
Substrat Température Temps (min) Taille de Ratio Référence
°C) particules liquide/solide
(g/g)
a) Bois
Bois d’Eucalyptus 160 60 - 8 Kabel er al. (2002)
Fucalyptus 230 2 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
peuplier 230 4 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
peuplier 215-225 3-7 1 mm Muzzy et al. (1983)
Populus tremoloides  180-230 0.7-4 20 mm - Heitz et al. (1991)
Populus tremoloides  220-245 0.42-1.47 20-40 mesh 7.1-10 Capek-Ménard er al.
(1987)
Populus tremoloides  180-235 2 - - Bouchard er al. (1991)
Pin (Pinus silvestris) 210 4 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
Pin (Pinus pinaster) 190 8 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
Mélange de bois 160-280 1 6 mm Biermann et al. (1984)
durs (chéne et
gomme)
Chéne 230 4 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
Mélange de bois 200-230 2.08-2.23 0.5 mm 20 Abatzoglou et al. (1990)
Tremble 187-240 0.5-5 2 mm - Kuznetsov et al. (1996)
b) Résidus
d’agriculture
Rafle de mais 160 75 - 8 Kabel et al. (2002)
Rafle de mais 216 8 mm 8 Garrote et al. (2001a)
Rafle de mais 180-223 3-5 - - Ropars et al. (1992)
Feuille et tige de 120-190 15-120 35-200 mesh 2-10 Lamptey et al. (1985)
Mais
Enveloppe de 200 N} 1 mm Dekker et Wallis (1983)
graines de tournesol
Bagasse de canne a  185-208 20-29 - 4 Fontana et al. (1995)
sucre
Son de blé 155 60 - 10 Kabel et al. (2002)
Paille de blé 190 8 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
Dréches de brasserie 150 60 - 8 Kabel et al. (2002)
Dréches de brasserie 150 60 - 8 Kabel et al. (2002)
Pousse de vigne 190 8 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
Biomasse de 210 2 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
chardon
Bagasse de sorgho a 230 0.5 4 mm 10 Carrasco et al. (1994)
sucre
Coquille d’amande 180-200 1-68 60 mesh 3 Martinez et al. (1995)
Tige de mais 190-230 10-20 0.5 mm 25 Tortosa et al. (1995)
Bagasse de canne a  150-170 - 0.8 mm 5-10 Saska et Ozer (1995)
sucre
Paille de blé 120 15-300 60 mesh 38 Lawther et al. (1996)
Herbe de Bambou 169.6-206.2 10 0.5 mm - Aoyama (1996)
Paille de blé 205-230 2 - - Montané et al. (1997)
Coquille d’amande 180-240 12-25 60 mesh 14.3 Montané et al. (1994)

Le temps de chauffage dans les traitements réalisés a haute température, pourrait étre plus

long que le temps effectif de la réaction 1sothermique. Ceci pourrait conduire a une conversion

substantielle de ’hémicellulose au cours de la mise en température (Carrasco et Roy, 1992). Le
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tableau 1.4 présente quelques données sur des exemples de temps de réaction et de temps de
chauffage reportés dans la littérature.
En ce qui concerne les temps de refroidissement, pour lesquels la vitesse de refroidissement est

supérieure a 30°C/min, tres peu d’effets comparatifs ont été observés (Martinez et al., 1995, 1997).

Tableau 1.4. Quelques données sur les conditions de chauflage utilisées dans les traitements
hydrothermiques

Vitesse de chauftage Temps de muse en Temps de réaction Température finale  Références

(*C/min) température (min) d’autohydrolyse (min)

- 7 5 200 Dekker et Wallis,
1983

- 0.67 1 105 Biermann er al., 1984

- 2.2-3.5 5 200 Playne, 1984

- 10-12 15-20 120-190 Lamptey et al.,, 1985

2-3 - 2 135 Carrasco et al., 1987

- 1 10 169.6-206.2 Aoyama, 1996

- 20-29 20-29 185-208" Fontana et al, 1995

5-9.7 - 1-68 180 Martinez et al., 1995

8.8-10.3 - 3-44 200 Martinez et al., 1995

- 15-30 - 150-170 Saska et Ozer, 1995

- 0.67 0.5-7 220 San Martin et al,
1995

- 5 15-300 120 Lawther er al, 1996

- 41-57 15 185-215 Angles et al., 1997

5.0-10.3 - 1-44 180-200 Martinez et al., 1997

* opération non-isothermique
" température maximale

Un autre parametre passé en revue dans quelques travaux, est la taille des particules de
substrat. Dans les traitements en phase aqueuse, la réduction de la taille de la biomasse a traiter
semble ne pas étre nécessaire car la cuisson a I'eau a haute température aboutit a la destruction de
la biomasse (Kohlman et al, 1993 ; Well et al,, 1997). En effet, Van Walsum er al (1996) n’ont pas
observé de différences entre des substrats de taille réduite ou non dans le taux de conversion de la
bagasse, de la farine de bois dur et des copeaux de peuplier. Ce qui a permis aux auteurs de
suggérer que les prétraitements a 'eau nécessitent moins la réduction de la taille des particules que

d’autres comme, par exemple, les traitements a base d’acide.
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Par ailleurs, une approche de la thermohydrolyse avec un controle de pH en utilisant
I’hydroxyde de potassium a été proposée par Kohlmann ez al. (1993) dans le but prévenir la chute
du pH en dessous de 4 et/ou pour controler les réactions chimiques qui peuvent se produire au
cours du traitement, en plus pour mieux favoriser 'hydrolyse enzymatique de la cellulose. Ces
auteurs ont utilisé des temps de réaction compris entre 50 et 60 minutes et ont obtenu des
rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellulose proche du maximum.

Sasaki et al. (2003), dans le but de fractionner la bagasse de canne a sucre, ont montré que
le traitement a des températures de 200-230°C permet un rendement de 609 de solubilisation de
I’hémicellulose; au dela de 230°C le rendement n’est plus que 30%.

Laser et al, (2002) ont comparé 'efficacité des traitements a la vapeur et a 'eau chaude
pour la bioconversion de la bagasse de canne a sucre en éthanol. Les auteurs ont montré que le
traitement a ’eau a permis une meilleure récupération de xylane. Une étude réalisée par Allen et
al. (1996, 2001) sur le fractionnement de différentes biomasses notamment la bagasse. a montré
qu’a une température entre 190 et 230°C, un traitement en phase aqueuse a permis la solubilisation
de toute la fraction hémicellulosique alors que la cellulose est restée entierement dans la phase
solide, et la lignine n’a pas été completement liquéfiée.

Dans le cas des rafles de mais, 'autohydrolyse dans des conditions non isothermiques a
permis de solubiliser jusqu’a 949% du xylane existant, alors que la cellulose a été retenue dans la
phase solide et une délignification partielle a été achevée (usqu’a 26%) (Garrote et al., 2002).

Pour les dréches de brasserie, Carvalheiro ef al. (2004), pour les températures (150, 170 et
190°C) et avec un rapport hiquide/solide de 8 g/g, ont obtenu un maximum de xylo-oligosaccharides
(619% du total de xylane) a 190°C apres 5 minutes de réaction. Ce rendement est réduit par une
prolongation du temps de traitement. La composition des hydrolysats obtenus était dépendante des
conditions utilisées.

A titre indicatif la composition (en oligosaccharides et en sucres monomeres) des hydrolysats des
dréches obtenus dans les conditions du traitement hydrothermique étudiées, est donnée dans le

tableau L5.
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Tableau 1.5. Composition (en g/l) des lhqueurs obtenues par hydrolyse hydrothermique des dréches de
brasserie a 150, 170 et 190°C (Carvalherro et al., 2004)

Temps pH xylooligosaccharides Xylose arabinoe glucose Acide — Acide Acide furfural Hydroxy-
(min) acétique formique levulinique méthylfurfural
150°C

0 4.81 5.60 0.46 1.53 0.49 0.36 0.15 0.00 0.01 0.01
5 4.82 7.33 0.53 1.72 0.51 0.37 0.16 0.00 0.03 0.01
20 4.78 9.71 0.69 2.21 0.49 0.48 0.24 0.06 0.05 0.02
30 4.78 9.78 0.67 2.28 0.47 0.57 0.29 0.08 0.10 0.03
45 4.83 11.42 0.78 2.68 0.54 0.69 0.39 0.10 0.13 0.03
60 4.77 11.75 0.82 2.72 0.56 0.73 0.40 0.11 0.14 0.04
120 4.35 13.81 1.29 3.14 0.70 1.13 0.29 0.15 0.52 0.08
180 4.41 13.93 1.26 2.98 0.65 1.25 0.85 0.13 0.49 0.08
300 4.13 11.47 2.79 2.33 0.83 1.83 1.37 0.16 0.78 0.17
420 3.97 8.70 3.23 1.76 1.02 1.81 1.61 0.17 1.07 0.26
170°C

0 4.74 11.08 1.04 2.55 0.60 0.44 0.06 0.04 0.16 0.06
5 4.69 12.61 1.17 291 0.60 0.49 0.06 0.04 0.24 0.06
10 4.61 13.42 1.45 3.19 0.67 0.62 0.10 0.05 0.35 0.10
20 4.3 14.33 1.75 3.21 0.76 0.98 0.15 0.04 0.66 0.15
30 4.13 13.94 2.17 3.11 0.93 1.22 0.19 0.04 0.74 0.19
45 3.95 9.54 3.49 2.30 1.02 1.4 0.30 0.06 0.91 0.30
60 3.9 7.7 3.69 1.93 1.05 1.55 0.85 0.06 0.95 0.85
190°C

0 4.71 15.84 1.71 4.19 - 0.75 0.07 - 0.19 0.07
2.5 4.67 16.28 2.03 4.49 1.38 0.99 0.08 - 0.42 0.08
5 4.45 16.59 2.59 4.6 1.44 1.14 0.11 - 0.74 0.11
7.5 4.33 16.28 3.14 4.57 1.49 1.28 0.16 - 0.90 0.16
10 4.19 14.57 3.50 4.25 1.53 1.64 0.16 - 0.88 0.16
15 4.05 10.12 4.82 3.37 1.7 1.86 0.14 0.30 1.05 0.14
20 3.91 6.75 5.17 2.57 1.93 2.19 0.39 0.37 1.16 0.39
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Le traitement par explosion a la vapeur a souvent été décrit comme une des méthodes les
plus efficaces pour le fractionnement de la biomasse lignocellulosique (Saddler et al, 1993 ;
Eklund ef al,, 1990; Mamers et Menz; 1984) du fait de sa simplicité de mise en oeuvre dans le cas
d’un procédé batch, de I'absence de réactifs chimiques ajoutés et de son adaptation au traitement
de particules de grandes tailles (copeaux). Cependant, le taux de solubilisation des hémicelluloses
reste souvent inférieur a 609% du rendement théorique (Excofher er al, 1991 ; Heitz et al., 1991;
Jollez et al,, 1994; Montané et al,, 1993). En outre, les hémicelluloses, majoritairement hydrolysées
sont sous forme de dimeres ou d’oligomeres, le sont peu sous forme de monomeres. Quant aux
rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellulose, ils n’excedent pas les 509% dans la plupart des
cas.

L’efficacité du traitement par explosion a la vapeur peut étre améliorée par I'ajout de
I'acide, ce qui en général, permet une solubilisation plus complete des hémicelluloses (Morjanoff et
Gray, 1987). Lorsque I'explosion a la vapeur est appliquée sur un substrat préalablement acidifié
avec H.SO,, elle conduit a une solubilisation et une hydrolyse totale des hémicelluloses en leurs
monomeres (Ogler et al, 1999). L'utilisation d’un catalyseur acide permet de diminuer la
températute du procédé (150 a 200°C contre 250°C pour 'explosion a la vapeur sans catalyseur) et
ainsi de minimiser la formation de composés de dégradation.

Morjanoff et Gray (1987), en utilisant un procédé d’explosion a la vapeur catalysé par
I'acide, ont pu déterminer les conditions optimales pour traiter la bagasse de canne a sucre qui
sont : température de 220°C, temps de séjour de 30 s, rapport hiquide/solide de 2, et 1% d’acide
sulfurique. I’hydrolyse enzymatique du matériel prétraité a permis un rendement en sucre de 65.1
g/100 g de bagasse prétraitée. On note que 'explosion a la vapeur, opérant a des températures
élevées peut conduire a des réactions de pyrolyse de la cellulose, et a la formation de composés
mhibiteurs (Wright, 1988). Des temps de réaction courts et des températures faibles sont
favorables a la récupération des pentoses, mais le taux d’hydrolyse enzymatique de la cellulose
reste toujours faible (Brownell et Saddler, 1984). Les pertes de matieéres seches au cours du
procédé peuvent avoir lieu et de facon importante qui, en fonction des conditions opératoires,
peuvent aller de 10 a 30 9% de la matiere seche nitiale. Puls er al, (1985a) ont comparé le
traitement a la vapeur et le procédé Organosolv (utilisant un mélange éthylene glycol/eau) pour la
production de la cellulose a partir de la paille de blé. Les auteurs ont montré que 'extraction a la
vapeur produit une cellulose riche en lignine et a faible taux d’hémicellulose qui est plus sensible
aux traitements enzymatiques.
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14.2 1.53. Composition chimique des matériaux lignocellulosiques les plus favorables
pour les traitements hyvdrothermiques

Traditionnellement 'autohydrolyse a été appliquée aux bois durs et aux sous-produits
agricoles, dans lesquels les hémicelluloses sont principalement constituées de xylanes.

Les bois durs sont plus favorables que les bois tendres pour un traitement hydrothermique,
a cause de leur teneur plus élevée en groupements acétyle ce qui favorise des concentrations en
catalyseur plus élevées dans le milieu réactionnel. Les bois tendres sont moins susceptibles de se
solubiliser dans ce genre de traitement pour des raisons par tres bien comprises (Mosier et al.,
2005). En effet, les traitements a 'eau des bois durs ont été considérés par de nombreux auteurs
alors que peu d’informations existent sur I'application de ce traitement sur les bois tendres.

Plusieurs résidus lignocellulosiques de Tagriculture ont été soumis a des traitements
hydrothermiques a cause de leurs concentrations en hémicelluloses et en groupements acétyle
favorables. A titre comparatif, les tableaux 1.6 et 1.7 donnent la composition (en polymeres et en
monomeres) de bois et de résidus d’agriculture sélectionnés.

Mok et Antal (1992) ont testé dix substrats (ligneux et herbacés) avec ce procédé de
thermohydrolyse (15 minutes a 200-230°C) et dans tous les cas, les hémicelluloses étaient
entierement solubilisées, et 'hydrolyse enzymatique de la cellulose aboutissait a des rendements en
sucres monomeres de 'ordre de 95%.

De nombreux travaux utilisant le traitement hydrothermique ont été réalisés dans le but de
produire des xylooligosaccharides. Plusieurs sous-produits agricoles riches en xylane tels que le
son de blé, les dréches de brasserie, les rafles de mais, le bois d’ Eucalyptus (Kabel et al, 2002) et
également les enveloppes des grains de riz et d’orge (Parajb et al, 2004), ont été I'objet d’un
traitement hydrothermique modéré pour la dégradation du xylane.

Nabarlatz er al. (2007) ont étudié la production de xylooligosaccharides a partir des sous produits
agricoles (rafle de mais, noyaux d’olives, coques d’amande, enveloppe de riz, paille de blé et paille
d’orge) et ont obtenu un rendement maximal de 60% avec les rafles de mais et 55% avec les coques
d’amandes (tableau 1.8). Les auteurs, en comparant les hydrolysats obtenus ont montré que ce sont
les caractéristiques du substrat qui déterminent le rendement et la composition des
xylooligosaccharides obtenus. Les rendements étaient proportionnels a la teneur en groupements

acétyles dont le clivage permet de libérer des acides acétiques catalyseurs de ’hydrolyse.
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Tableau 1.6. Composition en cellulose, hémicellulose et lignine (en % de la masse séche de biomasse) des
diftérents matériaux lignocellulosiques

Matiere végétale Cellulose Hémuicellulose Lignine Rélérences

a/ les bois durs

‘White birch 41.0 36.2 18.9 Holtzapple (1993a)

Poplar/aspen 50.8-53.3 26.2-28.7 15.5-16.3 Holtzapple (1993a); Schafteld (1994a)

Red maple 44.1 29.2 24.0 Holtzapple (1993a)

Hybrid poplar 41.7 20.2 29.3 Torget et Tsu (1994)

Fucaluptus viminalis  41.7 14.2 31.0 Ramos er al. (1992)

Eucalyptus globulus ~ 42.3-54.0  16-36.6 17.9-23.3 Parajo et al. (1993); Pereira (1988); Schaffeld (1994a);
Vazquez et al. (1991)

Populus deltoides 46 19 24 Fan er al. (1987)

Populus tremoloides 48 23 17 Fan et al. (1987)

Chéne 40.4 35.9 24.1 Schaffeld (1994a)

Chéne rouge 38.9 23.8 21.5 Conner (1984)

b/ les bois tendres

Pinus banksiana 41.6 25.6 28.6 Holtzapple (1993a)

Pinus banksiana 41 13 27 Fan et al. (1987)

Pinus pinaster 42.9 17.6 30.2 Parajo et al. (1993)

Pinus radiata 42-50 24-27 20 Schafteld (1994a)

sapin 43.9 26.5 28.4 Schaffeld (1994a)

Sapin blanc 44 11 27 Fan er al. (1987)

Sapin rouge 43 12 27 Fan et al. (1987)

c/résidus

d’agriculture

Rafles de mais 33.7-41.2 31.9-36 6.1-15.9 Ropars er al. (1992) ; Schafteld (1994a)

Bagasse de canne a 35-41.3 27-37.5 10-20 Playne (1984) ; Schaffeld (1994a); Sasaki et al., 2003)

sucre

Paille de bl¢ 32.9-50 24-35.5 8.9-17.3 Blanch et Wilke (1983) ; Bjerre et al. (1996), Carrasco et al.
(1994) ; Fan er al (1987); Jiménez et Lopez (1993);
Ranganathan er al. (1985), Schatfeld (1994a)

Paille de riz 36.2-47 19-24.5 9.9-24 Blanch et Wilke (1983) ; Fan et al (1987) ; Patel et Bhatt
(1992)

Tiges de mais 35-39.6 16.8-35 7-18.4 Barrier er al. (1985) ; Blanch et Wilke (1983) ; Lamptey et al.,
1985

Paille d’orge 33.8-37.5 21.9-24.7 13.8-14.5 Blanch et Wilke (1983) ; Fan et al. (1987)

Paille de seigle 37.6 30.5 19.0 Fan et al. (1987)

Paille d’avoine 39.4 27.1 17.5 Fan er al. (1987)

Lin 34.9 23.6 22.3 Fan er al. (1987)

Rafle de soja 34.5 24.8 19.8 Fan et al. (1987)

Tiges de tournesol 38.1-42.1 19.5-29.6 11.0-13.4 Jiménez et Lopez (1993) ; Jiménez et al. (1996)

Pousses de vigne 35.6-38.3  20.6-35.0 29.8-23.4 Jiménez et Lopez (1993) ; Jiménez et al. (1996)

Tiges de coton 38.4-42.6  20.9-34.4 21.45 Jiménez et Lopez (1993) ; Jiménez et al. (1996)

Enveloppe de graine 24.1 28.6 29.4 Dekker et Wallis (1983)

de tournesol

Chardon 31.1 12.2 29.1 Jiménez et Lopez (1993)

Tableau 1.7. Composition en sucres monomeéres de différents matériaux lignocellulosiques (en % de la
masse s¢che de I'échantillon)
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Matiere premiere Arabin galactose mannose Sucres référence
ose hémicellulosiques

a) Bois tendre

Sapin baumier 4.8 0.5 1 12.4 18.7 Holtzapple (1993b)

sapin 7.2 0.9 1.2 9.8 19.1 Schaffeld (1994b)

Pinus banksiana 7.1-7.4 1.9-1.8 1.4-2.2 9.4-10.6  20.5-20.8 Holtzapple (1993b); Eberhardt et
young (1996)

Pinus radiata 6.2 2.1 3.3 9.5 21.1 Schatfteld (1994a)

Pinus resinosa 7.9 2.0 2.0 10.7 22.6 Eberhardt and young (1996)

Pinus taeda 6.5 1.5 2.4 10.5 20.9 Eberhardt and young (1996)

Epinette blanche 6.8 1.6 1.2 11.6 21.2 Holtzapple (1993b)

a) Bois dur

Eucalyptus 12.0-21.5 0.8-1.8 1.3-25 0.7-1.2 15.3-27.0 David er al. (1988) ; Schaffeld, (1994a)

Peuplier hybride 14.8-15.6  0.5-1.2 1.0 2.8-3.0 19.1-20.8 Torget et Tsu (1994)

Chéne 21.7 1.6 2.1 2.4 27.8 Schaffeld (1994a)

peuplier 16.0-17.3  0.4-2.0 0.0-0.8  2.2-2.3 19.5-21.5 Holtzapple (1993b)

Erable rouge 17.3 0.5 0.6 3.5 21.9 Holtzapple (1993b)

Bouleau blanc 24.6 0.5 0.6 1.5 27.2 Holtzapple (1993b)

¢) résidu d’agriculture

Herbe de bambou 21.6 2.9 - 0.40 24.9 Aoyama et al. (1995)

Paille d’orge 15.00 4.00 1.71 1.26 21.97 Blanch et wilke (1983)

Rafle de mais 29.1 2.8 0.0 0.00 31.9 Ropars et al. (1992)

Tige de mais 13.00-21.1 2.80- 0.75-0.8  0-0.25 16.8-26.7 Blanch et wilke (1983)

3.7

Envoloppe de grain de 12.3 2.6 0.1 2.7 17.7 Blanch et wilke (1983)

riz.

Paille de riz 13.0 4.0 0.4 1.6 19.0 Blanch et wilke (1983)

Paille de sorgho 15.0 3.0 0.2 0.8 19.0 Blanch et wilke (1983)

Paille de bl¢ 21.5 2.7 - 0 24.2 Blanch et wilke (1983); Schaffeld,
(1994a)

Bagasse de canne a 16.9-18.5 2.1-1.6 0.72-16 0-0.72 20.8-21.88 Blanch et wilke (1983); Schaffeld,

sucre (1994a)

Tableau 1.8. 7aux de récupération des xylooligosaccharides a partir de diftérents substrats lignocellulosiques
obtenus dans les mémes conditions opératoires (Nabarlatz et al., 2007)

Substrat Rapport  liquide/solide Température (°C) Temps (min) Rendement (%)
(72
Rafles de mais 8 179 23 60
Coques d’amande 8 179 23 55
Noyaux d’olives 8 179 23 43
Enveloppe de grain de riz 8 179 23 30
Paille de blé 8 179 23 43
Paille d’orge 8 179 23 43

Les mémes auteurs ont signalé I'effet de la densité du substrat qui semble jouer un role

mmportant dans le procédé d’autohydrolyse, comme c’est le cas pour les coques d’amandes et les
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noyaux d’olives qui possedent des parois cellulaires denses et tres lignifiées ce qui limite la
libération de produit de dégradation de lignine et la formation de glucooligosaccharides durant
I'autohydrolyse, permettant ainsi de produire des xylooligosaccharides plus purs. De plus, la haute
densité de substrat comme les coques d’amandes permet de traiter des suspensions de solides a
densité moyenne (15 a 20% de solides) durant 'autohydrolyse, ce qui permet d’obtenir des
hydrolysats plus concentrés.

Sur le plan théorique, un autre facteur a été considéré et qui a été ivoqué pour expliquer la
composition et la nature amsi que le rendement des produits de 'autohydrolyse. Il s’agit de
I'existence au niveau des xylanes de deux fractions différentes en composition et en réactivité vis a
vis de 'autohydrolyse. La fraction qui contient le plus d’arabinose et de groupements acétyles est

celle qui est la plus réactive et se dépolymérise le plus rapidement.

L4.2 1.4. Procédés industriels basés sur les traitements hyvdrothermiques

La technologie basée sur le contact direct entre les matériaux lignocellulosiques et la vapeur
d’eau saturée, notamment I'explosion a la vapeur, est beaucoup plus connue que les systémes en
phase aqueuse car elle a été utilisée pendant des décades au niveau industriel dans 'industrie
papetiere.

La technique d’explosion a la vapeur a été appliquée a I'échelle industrielle (Montané,
1998). Cette technique a été mise en oeuvre soit en discontinu (procédé lotech issu du procédé
papetier Massonite), soit en continu (Stake II).

D’une maniere générale, 1l existe deux conceptions de technologies particulieres qui ont été
testées a I’échelle industrielle. La premiere est un procédé discontinu (« batch ») appelé « Masonite
Gun », ce procédé est basé sur un digesteur batch, dans lequel des vapeurs saturées sont introduites
sous une pression allant jusqu’a 64 bars. Les conditions typiques de ce procédé sont des
températures allant de 180°C a 260°C et le temps de traitement a la vapeur est de 2 a 15 minutes
selon la biomasse a traiter.

Le second procédé repose sur le méme principe que le premier, appelé réacteur « Stake »
qui consiste en une unité continue et qui est disponible dans 'industrie pour traiter a la vapeur la
biomasse lignocellulosique. Il s’agit d’'une modification du procédé « Masonite » permettant une
opération en continu.

La technologie Stake II a été appliquée par Heitz ef al. (1991) pour prétraiter a la vapeur le

bois de Populus tremuloides a I'échelle pilote, afin de récupérer les hémicelluloses et la lignine et
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pour préparer la cellulose pour un traitement enzymatique ultérieur. Les auteurs ont pu récupérer
65% de la totalité des hémicelluloses et 80% de la lignine. L.e méme protocole a été appliqué a la
bagasse de canne a sucre et a permis de séparer 62% de ’hémicellulose totale et 72% de la lignine
totale.

L’hydrolyse rapide a la vapeur/extraction continue (Rapid Steam Hydrolysis/Continous
Extraction (RASH)) utilise également 'explosion a la vapeur, mais les produits solubles de réaction
sont dramés du réacteur de facon continue afin de minimiser les réactions de dégradation
(Biermann et al, 1984 ; Schultz et al, 1984). Les conditions opérationnelles ordinaires sont des
températures entre 160-260°C et des temps de réaction d’environ 1 minute.

Le procédé « lotech » utilise également un réacteur batch avec explosion a la vapeur, mais
le résidu solide est traité par des solvants organiques pour libérer jusqu’a 90% de la lignine mitiale
(Rykens, 1984 ; Marchessault er al,, 1983).

Le « Siropulper » est similaire au procédé Iotech sauf que, un gaz inerte non condensable
est introduit dans le digesteur pour augmenter la pression totale jusqu’a 70 bars a des températures
modérées (Wallis et Wearne, 1985 ; Schaffeld, 1994b). Les résidus solides obtenus sont favorables
a une décoloration et la lignine peut étre extraite par des solvants organiques ou par des solutions

alcalines.

Quant au traitement a I’eau chaude, 1l a été mitialement développé par I’équipe de Bobleter
en Autriche (Bobleter er al., 1989), puis expérimenté par Bouchard ef al (1990 et 1991) et Walch
et al. (1992). Cependant, cette méthode n’a été testée sur pilote industriel que par Bobleter ef al,
(1989) qui ont travaillé avec un réacteur batch de 50 L. Son mtérét économique n’a donc pas
encore été validé.

Il existe trois configurations de réacteurs pour un traitement en phase liquide: co-courant,
contre-courant et en écoulement continu (figure 1.19).

Dans les prétraitements en co-courant (figure 1.19-a), la boue de biomasse/eau est chauffée
a une température entre 140-180°C et le temps de séjour est de 15-20 min. Les fibres prétraitées

sont dépourvues d’amidon et la cellulose est completement digestible par hydrolyse enzymatique.
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Clapet de non retour
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Figure 1.19. Représentation schématique de trois configurations de réacteurs pour traitement
hydrothermique en phase aqueuse : co-courant (a), contre-courant (b) et en écoulement continu (c)

Ce procédé est utilisé dans I'industrie de I'éthanol pour prétraiter les fibres de mais (Mosier et al.,

2005). La configuration contre-courant (figure 1.19-b) est concue pour faire mobiliser I'eau et la

biomasse en sens opposé tout au long du réacteur.
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Dans le réacteur en écoulement continu (figure 1.19-c), 'eau chaude (température 180-
220°C et pression 350-400 psig) traverse un lit fixe de matériau lignocellulosique pour hydrolyser et
dissoudre les composés lignocellulosiques avant de les transporter jusqu’en dehors du réacteur. Le
rendement de conversion est de 96% mais dans ce type de configuration le rendement de
récupération des sucres hémicellulosiques est faible (0.6-5.8 g/l). Les solides récupérés possedent
une melilleure susceptibilité aux hydrolyses enzymatiques et une partie significative de lignine est

solubilisée.

L4.2.2 Prétraitement AFEX (explosion a ammoniaque)

Le procédé AFEX (Ammonia Fiber/Freeze Explosion), consiste en un traitement de la
matiere lignocellulosique avec de 'ammoniaque liquide sous pression modérée (15 bar), suivi
d’'une décompression brutale dans le but d’évaporer 'ammoniac et d’exploser le substrat. Cette
technique est une variante de I'explosion a la vapeur, mais utilise des conditions de température
nettement plus faible grace a 'emplor de Pammoniac. Dans le procédé AFEX typique, la
concentration de 'ammoniac est de 1-2 kg ammoniac/kg de biomasse seche, la température est de
90°C et le temps de séjour est de 30 min.

Une variété de matieres hignocellulosiques a été traitée par ce procédé. Ce sont surtout des
substrats agricoles : luzerne, paille de blé (Mes-Hartree er al,, 1988), paille d’orge, tiges de mais,
paille de iz (Vlasenko et al,, 1997), ou des résidus ménagers, des déchets de papier (Holtzapple et
al., 1992), des herbes de Bermuda, des herbes de Panicum virgatum (Reshamwala et al,, 1995), des
copeaux de peuplier (Tengerdy et Nagy, 1988) et la bagasse de canne a sucre (Holtzapple et al,
1990).

Comparé au traitement acide et a I'explosion a la vapeur catalysée par 'acide, le traitement
AFEX ne solubilise pas de facon significative la fraction hémicellulosique (Mes-Hartree er al.,
1988 ; Vlasenko er al, 1997). Mes-Hartree et al. (1988) ont comparé les traitements a la vapeur et a
I'ammoniac pour I'hydrolyse enzymatique de bois de peuplier, de paille de blé et de tige de
luzerne. Les auteurs ont montré que le traitement AFEX n’a pas permis la solubilisation de
I’hémicellulose.

L’hydrolyse de 90% de cellulose et d’hémicellulose a été obtenue apres prétraitement
AFEX de ’herbe de Bermuda (5% de lignine) et de bagasse (15% de hignine) (Holtzapple et al.,
1991). Cependant, ce type de traitement était inefficace sur des substrats ligneux (McMillan, 1994),

et les rendements d’hydrolyse de I'hémicellulose étaient généralement faibles. Les rendements

48



Chapitre I-Synthese bibliographiques

d’hydrolyse enzymatique de la cellulose n’ont pas dépassé 509% du rendement théorique sur des
copeaux de bois de peuplier (25% de lignine) (Ogler er al, 1999), ou 40% sur des substrats
provenant de déchets de papier (Holtzapple et al, 1990).

De facon générale, les résidus herbacés et d’agriculture sont les plus convenables pour
I’AFEX. Cette méthode n’est pas tres efficace pour les bois durs et n’est pas attractive pour les bois
tendres (McMillan, 1994).

Les mconvénients de cette technique sont liés aux concentrations élevées en ammoniac,
avec nécessité de recycler plusieurs fois par compression, et les pertes non négligeables
d’ammoniac qui sont préjudiciables sur le plan économique (Schell er al, 1991). De plus
I’ammoniac est un produit tres dangereux et les installations devront étre parfaitement étanches afin

d’éviter les fuites.

L14.2.3. Explosion au CO:

L’explosion au CO» a été utilisée comme l'explosion a la vapeur et a celle a 'ammoniac
pour prétraiter des matériaux lignocellulosiques. 11 a été suggéré que le CO. pourrait contribuer a la
formation de I'acide carbonique améliorant ainsi les taux d’hydrolyse. Dale et Moreira (1982) ont
utilisé cette technique pour prétraiter la luzerne (5,58 MPa de pression, et en présence de 4g de
CO:/g de fibre). Apres 24 h d’hydrolyse enzymatique, 75% de rendement théorique a été atteint.

Comparativement au traitement par explosion a la vapeur et a 'ammoniac, les rendements
sont relativement faibles, mais sont supérieurs a ceux obtenus par hydrolyse enzymatique sans
prétraitement. Zheng et al. (1998) ont comparé 'explosion au CO: et I'explosion a la vapeur et a
I’ammoniac pour traiter un mélange de papier recyclé, de bagasse de canne a sucre et déchets de
repulpage de papier recyclé, et ont montré que 'explosion au COsétaitplus efficace que 'explosion
a 'ammonium et ne libere pas de composés inhibiteurs qui pourraient se former par explosion a la

vapeur. Cependant, cette technique n’a jamais connu de développement (Ogier et al., 1999).

1.4.5. Hydrolyse enzymatique

49



Chapitre I-Synthese bibliographiques

Les principales enzymes capables de dégrader les hémicelluloses sont des hydrolases
appelées enzymes hémicellulolytiques ou hémicellulases. Dans le cas des xylanes, ceux sont les
xylanases.

En raison de la complexité structurale des xylanes, leur dégradation complete 1mplique
tout un systeme xylanolytique comprenant une variété d’enzymes dont les unes hydrolysent la
chaine principale et les autres clivent les liaisons entre les substituants et les résidus xylose de la

chaine principale (Coughlan ef al,, 1993 ; Puls et Schuseil, 1993) (Figure 1.20).
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Figure 1.20. Fragment d’hétéroxylane hypothétique et des sites d attaque possibles par des enzymes

xylanolytiques (Ac : groupement acétyl ; Araf : L-arabinofuranose ; MeGlc A : acide 4-O-méthyl-D-
glucuronique ; Xyl : D-xylose) (Biely, 1995)

L4.5. 1. Les enzvmes de désradation de la chaine principale des xvianes

L4.3.1.1. Les endo-3-1,4-xvlanases (LC 5.2.1.8)

Les endoxylanases sont des enzymes qui dégradent les liaisons glycosidiques B-(1,4)
mternes entre deux résidus xyloses de la chaine principale des xylanes.

®  Orgine

Les endoxylanases peuvent d’étre d’origine fongique ou bactérienne. Les endoxylanases
d’ongine fongique sont les mieux étudiées et caractérisées, parmi lesquelles celles d’ Aspergillus

niger (Poutanen, 1988) et de 7richoderma (Biely, 1985 ; Hrmova et al., 1986 ; Wong et al., 1986 ;
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Wood et Mc Crae, 1986). Des endo-B-1,4-xylanases bactériennes ont été également isolées et
caractérisées notamment celles du genre Bacillus (Panbangred et al., 1983 ; Debeire-Gosselin et al.,
1992). Des xylanases extracellulaires peuvent étre produites par des levures, telles que les xylanases
de Cryptococcus qui ont été étudiées notamment par Biely et al. (1980).

® classification

Les endoxylanases peuvent étre classées en différentes catégories selon un certain nombre
de critéres, notamment leur structure protéique (structure primaire), leur spécificité vis a vis du
substrat (vis a vis de la chaine principale ou des substituants) et la nature des produits d’hydrolyse

qu’elles liberent.

Spécificité vis a wvis de la chaine principale: Certaines xylanases peuvent étre
bifonctionnelles et avoir une activité secondaire endoglucanasique en plus de leur activité
xylanasique principale. Cependant, la majorité des endoxylanases sont a spécificité restrictive et ne

peuvent agir que sur les xylanes.

Spéciticité vis a vis des substituants : Les endoxylanases coupent au hasard les chaines de
xylanes non substituées. Lorsqu’une substitution (arabinose ou acide glucuronique) est présente sur

les chaines de xylane, elles peuvent agir de deux manieres:

- certaines clivent la haison glycosidique a proximité d’un résidu de xylose substitué, ce sont
les endoxylanases de la famille 10, (Biely ef al, 1997).

- d’autres, coupent la liaison glycosidique entre deux résidus adjacents non substitués (les

endoxylanases de la famille 11) (Biely e al, 1997).

Par ailleurs, selon la capacité de libérer un résidu arabinose, on distingue les xylanases, dites
débranchantes, qui sont capables de libérer I'arabinose en plus de leur activité catalytique sur la
chaine principale de xylane. Les endoxylanases sont dites non débranchantes quand elles ne

libérent pas 'arabinose.
p

Produits d’hydrolyse : Les sites de coupures des endoxylanases dépendent de la longueur
et du niveau de substitution du substrat (Reilly, 1981). Leur action sur la chaine de xylane induit
une dimmution du degré de polymérisation du polymere en libérant des xylooligosaccharides ayant

des degrés de polymérisation et de substitution variables.

Parmu les xylooligosaccharides non substitués libérés, le xylobiose et le xylotriose sont

majoritaires. Certaines endoxylanases sont capables de libérer le xylose sous forme monomérique
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(Aspergillus niger (John et al., 1979), Talaromyces byssochlamydoides (Yoshioka et al., 1981). Les
travaux de Kanda et al, (1985) ont montré que le xylose libéré proviendrait de laction de
I’endoxylanase sur les xylooligosaccharides libérés apres dégradation des xylanes et non pas
directement 2 partir du xylane. Certains auteurs (Panbangred ef al, 1983 ; Beldman er al, 1989 ;

Debeire et al,, 1990) ont attribué la formation du xylose a des réactions de transglycosylation.
®  Réaction catalytique

Les xylanases comme toutes les glycanases et les glycosidases catalysent des hydrolyses
stéréosélectives selon un mécanisme acide/base impliquant deux résidus catalytiques. Le premier
résidu protone I'oxygene de la haison glycosidique (acide-base) et le second résidu agit en tant que
nucléophile. Ces résidus ont été trouvés localisés a 'opposé I'un de l'autre dans le site actif de
certaines enzymes (Wakarchuk er al., 1994).

La réaction d’hydrolyse peut se faire par simple déplacement ou par réaction double
déplacement. Dans le premier cas, la réaction est suivie d’une nversion de la configuration du
carbone anomérique et dans le cas du double déplacement la configuration reste conservée.

La plupart des xylanases agissent selon un mécanisme de double déplacement. Ce
mécanisme 1mmplique 'attaque nuléophile (don d'un H') par un résidu Glu ou Asp non 1onisé, sur
le carbone C-1 d’un sucre réducteur (Figure 1.21a). Le fragment glycosyl résultant diffuse ensuite
loin du centre actif (figure 1.21b). Iion oxocarbonium intermédiaire qui est le fragment résiduel
est stabilisé par des interactions covalentes avec le résidu Glu ou Asp 1onisé (figure 1.21¢).

La réaction est par la suite continuée par 'addition d’'un groupement hydroxyle, a partir d’'une
molécule d’eau, sur I'lon carbonium et d’un proton sur le nucléophile (figure 1.21d).

Dans le cas du mécanise d’hydrolyse par simple déplacement, un acide (Glu ou Asp non
1onisé) et une base (Glu ou Asp 1onisé) sont impliqués dans la catalyse avec l'attaque d’une
molécule nucléophile ’H.O (Figure 1.22) (Mc Cleary et Matheson, 1983).

On note que d’autres résidus tels que le tryptophane, proline et thréonine ont été trouvés
dans le site actif de certaines xylanases, leur réle a été probablement associé a la fixation du
substrat.

La présence de résidu cystéine au niveau du site actif de certaines xylanases bactériennes a
été également démontrée (Keskar er al, 1989), et on lui a contribué un role important dans la
conformation de la protéine enzymatique. Ce role est détermimant de 'activité xylanolytique, en

effet, la modification de ce résidu entraine la perte de cette activité.
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Figure 1.21. Représentation schématique du mécanisme de hydrolyse de xylane par réaction

double déplacement (Coughlan et al., 1995)

Figure 1.22. Représentation schématique du mécanisme de hydrolyse de xylane par réaction

simple déplacement (Coughlan et al., 1995)

14.3.1.2 Les B-xviosidases (EC 3.2.1.37)

Les B-xylosidases sont des exoglycosidases qui hydrolysent les xylooligosaccharides de

faible degré de polymérisation a partir de leur extrémité réductrice. Le meilleur substrat de ces
enzymes étant le xylobiose. I’affinité au substrat diminue avec 'augmentation de la longueur de
chaine des xylooligosaccharides (Van Doorslaer et al., 1985). De maniére générale, les polymeres

de xylanes ne sont pas attaqués par les B-xylosidases. Cependant de rares exemples montrent la
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capacité de certaines B-xylosidases a libérer tres lentement du xylose a partir du xylane (Dekker et
Richards, 1976).

La plupart des B-xylosidases n’étant pas capables d’agir sur les polymeres de xylanes,
Iaction des P-xylosidases nécessite Paction préliminaire d’une endo-p-1,4-xylanase. En effet,
I'action combinée de PB-xylosidase et d’endo-B-1,4-xylanase pourrait aboutir a la bioconversion

totale du xylane (Benamrouche-Stitou, 2002).

L14.3.2 Les enzvmes de dégradation de la chaine latérale

Les hétéroxylanes sont des polysaccharides complexes présentant une chaine principale de
xylose ramifiée par différents substituants. Afin d’obtenir une dégradation complete du polymere,
I'action concertée de différentes enzymes est nécessaire. En effet, 'action préalable d’enzymes
hydrolytiques débranchantes favorise la création de nouveaux sites d’action nécessaires aux

endoxylanases afin de terminer la dégradation d’arabinoxylanes fortement branchés.

L4.53.2 1. Les a-L-arabinofuranosidases (LC 3.2.2.55)

Les a-L-arabinofuranosidases sont des exo-enzymes capables d’hydrolyser les groupements
a-L-arabinofuranosyl de la chaine latérale des arabmanes, des arabinogalactanes et des
arabmoxylanes (Kaji, 1984). Elles agissent principalement sur des oligosaccharides de faible degré
de polymérisation et rarement sur des polymeres (Poutanen et al., 1988).

Greve et al. (1984) ont montré que l'arabinose pourrait limiter la dégradation des
arabinoxylanes par les endoxylanases. I’action de P'arabinofuranosidase est indispensable a

I'obtention de I’hydrolyse complete de la chaine principale de xylose.

L4.5.2.2 Les a-D-glucuronosidases (EC 3.2.1.139)

Les a-D-glucuronosidases sont aussi des exo-enzymes capables de cliver les haisons entre
I'acide glucuronique (ou son dérvé 4-O-méthyle) et le résidu xylose des xylanes. Elles agissent
principalement sur des glucuronoxylo-oligomeres de faible degré de polymérisation. Cependant,
certaines a-D-glucuronosidases peuvent a partir de glucuronoxylanes, libérer de l'acide 4-O-
méthylglucuronique (Johnson et al, 1989).
Il est a noter que 'endoxylanase peut agir en synergie avec ’a-glucuronosidase en libérant des
xylooligosaccharides acides, qui deviennent par la suite un substrat de I'a-glucuronosidase (Biely,

1985).
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L4.3.2.58. Les acétvles estérases (LC 3.1.16)

Les acétyles estérases liberent les groupements acétyles hiés en position C-2 ou C-3 a des
résidus xyloses. Certaines acétyles estérases nécessitent 'action préalable des endoxylanases afin
d’assurer une pré-solubilisation du substrat. I’endoxylanase agit au niveau des régions faiblement
acétylées, permettant la libération des xylooligosaccharides acétylés qui constituent par la suite le
substrat de l'acétyle estérase. Blum er al (1999), ont montré que l'action combinée dune
endoxylanase et d’'une acétyle estérase permet d’augmenter d'un facteur trois le taux de libération

de groupements acétyles a partir du xylane de bouleau.

L4.5.8 Mécanisme de Uhvdrolyse enzvmatique des hémicelluloses

Comme la plupart des polysaccharides hydrolases, les hémicellulases agissent au niveau de
leurs substrats selon deux modes d’action : exo et endohydrolytique (Popa, 1998). Une exoenzyme
dégrade les polyosides par séparation successive des unités mono- ou oligosaccharidiques.
Généralement, la coupure se produit progressivement a partir de I'extrémité non réductrice de la
chaine de polysaccharide. Les endoenzymes agissent de facon aléatoire induisant une hydrolyse
multiple qui s’accompagne d’une réduction prononcée du degré de polymérisation du substrat. Le
polymere est donc dégradé progressivement en courtes chaines jusqu’aux produits finaux qui ne
peuvent plus se dégrader (généralement des mono ou disaccharides).

Un exemple de mécanisme d’action des enzymes fongiques sur des hémicelluloses est
donné dans la figure 1.23, incluant les étapes suivantes :

- Lattaque des exoglycosidases se produit avant celle des hémicellulases permettant de
débrancher les chaines de glycanes ce qui leur rend plus accessibles par les endo-xylanases
dont T'action sera facilitée par la réduction de I'encombrement stérique des chaines
latérales.

- Action des endoxylanases sur les chaines de xylanes devenues non branchées ou avec un
branchement réduit. Les oligosaccharides ainsi générés sont par la suite dégradés aussi bien

par les exoglycosidases que par les endoxylanases.

Lefficacité et I'étendue de I'hydrolyse des xylanes nécessitent les interactions synergiques
ou coopératives d'une variété d’enzymes capables de dégrader aussi bien la chaine principale que

les chaines latérales avec leur différentes spécificités (Coughlan er al., 1993).
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Figure 1.23. Mécanisme d’action de plusicurs enzymes sur larabinoglucuronoxylane, arabinoxylane
et glucuronoxylane (Popa., 1998)

14.3.4. Dégradation enzyvmatique des polvsaccharides pariétaux

Vu sa structure complexe, la paroi végétale demeure résistante a ’hydrolyse enzymatique.
Sa dégradation m situ dépend de plusieurs parametres qui la rendent beaucoup plus complexe
qu'une dégradation de polymeres 1solés. En effet, les liaisons entre les polymeres pariétaux ainsi
que l'msolubilité de toute la paror rendent difficile 'accessibilité des enzymes a leur substrat

spécifique a I'intérieur du réseau pariétal.
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L’hydrolyse enzymatique des parois cellulaires végétales et donc des substrats
lignocellulosiques correspond a un processus de catalyse hétérogene faisant mtervenir plusieurs
étapes pré-requises dont les caractéristiques sont différentes d’un processus de catalyse homogene.

La plupart des études de I'hydrolyse enzymatique en phase hétérogene étaient surtout
réalisées sur des cellulases, et peu d’études ont porté sur la dégradation des parois par des
hémicellulases.

Les travaux de Lee et Fan (1982) sur la modélisation de la catalyse hétérogene de la
cellulose msoluble, ont permis d’établir un modele de mécanisme décrivant les différentes étapes
d’une dégradation de la paroi cellulaire végétale, substrat insoluble, par des enzymes solubles.

Les différentes étapes du mécanisme proposées sont les suivantes :

- diffusion de 'enzyme du milieu aqueux a la surface du substrat

- formation du complexe enzyme-substrat suite a 'adsorption de I'enzyme sur le substrat
msoluble

- transfert des autres réactants du macro-environnement vers les sites actifs du complexe
enzyme-substrat

- réaction d’hydrolyse enzymatique a la surface du substrat

- transfert du produit de réaction de la surface de substrat au milieu aqueux

- hydrolyse en monomeres des oligosaccharides solubles libérés dans le milieu aqueux

L4.5.9. Facteurs hinutant hyvdrolvse enzvmatiqgue des polvsaccharides pariétaux en phase
hétérogéne

Dans le processus de la catalyse enzymatique en phase hétérogene, plusieurs parametres
physico-chimiques peuvent limiter ’hydrolyse enzymatique des polysaccharides pariétaux tels que
I'adsorption de I'enzyme sur son substrat, les caractéristiques des parois ainsi accessibilité des
polysaccharides pariétaux déterminé par la porosité des parois et leurs surfaces disponibles ainsi
que par la présence de lignine.

L’hydrolyse enzymatique de substrat insoluble dépend fortement du processus d’adsorption
de 'enzyme et la vitesse de I'hydrolyse est conditionnée par la quantité d’enzyme adsorbée sur le
substrat hignocellulosique. Les parametres intervenant dans la fixation des hémicellulases en phase
hétérogene sont peu connus a cause de la complexité structurale du réseau pariétal et des
mteractions mterpolymeres qui rendent difficile I'étude n situ des interactions entre ’'enzyme et le

substrat hgnocellulosique. Des études sur ce parametre ont surtout ciblé des cellulases et des
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substrats autres que la paroi végétale. Certains travaux ont attribué a la lignine un réle dans
I'efficacité de 'adsorption de 'enzyme sur son substrat et a été suggéré qu’elle serait responsable a
I'adsorption non spécifique de 'enzyme sur le substrat, ce qui diminue de taux d’adsorption
spécifique de cette derniere sur la lignocellulose. En effet, Zilliox et al. (1998) ont montré une
augmentation importante de I'adsorption d’'une xylanase purifiée sur la paille de blé apres une
déhignification chimique.

Par ailleurs, la présence des chaines latérales, substituant les polymeres, crée un
encombrement stérique empéchant la fixation de 'enzyme sur son substrat inhibant ainsi son
hydrolyse. Dans ce contexte, les travaux de White er al. (1993) ont montré que la présence de
nombreux substituants (comme Iarabinose et 'acide glucuronique) au niveau des chaines de
glucuronoarabinoxylanes a empéché la reconnaissance de plusieurs sites de coupure par une
endoxylanase.

Parmi les autres facteurs influencant I’hydrolyse enzymatique, 1l y a la porosité du substrat et
sa surface disponible. En effet, la porosité des parois est variable en fonction de la nature de leurs
polymeres constitutifs, de la nature des haisons intra et inter-moléculaires ainsi que de la fréquence
et de la répartition de ces liaisons au sein du réseau pariétal. Elle constitue un facteur important
pouvant mnfluencer négativement la diffusion des enzymes a travers la paroi et ainsi miter la
dégradation des tissus. Iaugmentation de la taille des pores du substrat facilite la diffusion de
I’enzyme a I'imtérieur du substrat et 'augmentation de la vitesse de la réaction enzymatique.

La diffusion des produits de réaction est un parametre aussi déterminant de I'étendu de
I’hydrolyse enzymatique. En effet, un probleme de diffusion du produit de réaction favorise la
concentration de ce dernier a la surface du substrat. Certains produits de réaction peuvent inhiber
la réaction enzymatique comme le glucose ou le cellobiose dans le cas de la dégradation de la
cellulose par les cellulases.

La lignine et le degré de hgnification des parois constituent un facteur principal dans la
limitation de la dégradation pariétale. De nombreuses hypotheses ont été émises concernant le role
des lignines et des composés phénoliques durant 'hydrolyse enzymatique des polysccharides
pariétaux. Zilliox et al. (1998) ont montré que la délignification chimique a permis de multiplier par
4 le rendement de dégradation des xylanes de la paille de blé par une endoxylanase purifiée.

Des études ont montré que ce sont les laisons covalentes établies entre la lignine et les
polysaccharides qui limitent ’hydrolyse enzymatique plus que la présence de lignine (Hartley et

Jones, 1977; Chesson, 1993).
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L4.3.6. Hvdrolvse enzvmatique des matériaux lignocellulosiques et nécessité  de
prétraitements

Etant donnée la structure complexe des parois cellulaires constituant la biomasse
lignocellulosique, cette derniere n’est pas directement accessible aux enzymes. Elle nécessite une
phase de prétraitement préalable dont I'objectf est d’améliorer la sensibilité a I’hydrolyse
enzymatique aussi bien de la cellulose que de I'’hémicellulose en vue de I'obtention de sucres
monomeres ou d’oligomeres. Ce prétraitement peut étre mécanique, thermique ou chimique, ou
bien la combinaison de deux ou trois de ces types d’action.

Ces prétraitements alterent les propriétés physiques telles que la cristallinité et la surface
disponible des substrats alors que les prétraitements chimiques agissent par destruction du substrat
lignocellulosique (destructuration du complexe polysaccharide-lignine) et réduction de la teneur en
lignine.

Les traitements physiques comme le broyage et le concassage ont été trouvés efficaces pour
améliorer Iaccessibilité des enzymes. Cependant, ces traitements nécessitent tous une quantité
mmportante d’énergie. En effet, les colts d’opération et de I'énergie de chaque traitement
deviennent de plus en plus inabordables pour des tailles de particules de plus en plus fines (Datta,
1981).

La combinaison des traitements enzymatiques avec 'autohydrolyse ou les traitements a la
vapeur d’eau a été fréquemment utilisée pour la production des milieux de fermentation. En effet,
un milieu de fermentation contenant le xylose a été obtenu par post-hydrolyse enzymatique des
oligomeres de rafle de mais produits par autohydrolyse, avec un rendement de conversion de 80%
du xylane imitial (Vazquez et al., 2001).

Walch et al. (1992) ont également procédé a une saccharification par des préparations
commerciales de xylanase des liqueurs obtenues par traitement hydrothermique (@ 200°C) de la
bagasse de canne a sucre utilisant deux types de procédés : a écoulement direct (flow through) et de
recirculation. Les auteurs ont montré que le rendement de la saccharification enzymatique varie
selon le type de procédé de traitement hydrothermique. Le procédé en recirculation a donné de
meilleurs rendements, ce qui a été attribué a la possibilité de I'inhibition des xylanases par le xylose
dans le cas du procédé « flow-through ». Les mémes auteurs, afin d’étudier Peffet ihibiteur des
tanins, ont réalisé une thermohydrolyse de bois de hétre utilisant un procédé a deux étapes. La
premiere consiste a traiter le végétal a 120°C et qui va servir a libérer les tanins. La deuxieme étape
(@ 200°C) consiste a faire extraire les hémicelluloses. La saccharification des liqueurs obtenues a
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montré des rendements supérieurs a ceux obtenus par traitement hydrothermique en une seule
étape. kn effet, les tanins peuvent se fixer sur les protéines et les précipiter ce qui mhibe les
activités enzymatiques. Un procédé de traitement hydrothermique multi-étapes permettrait donc la
libération sélective des tanins mhibiteurs rendant les hydrolysats hémicellulosiques plus purs pour
des procédés ultérieurs comme une hydrolyse enzymatique ou une fermentation microbienne.

Laser et al. (2002) ont comparé I'effet d’'une explosion a la vapeur et d’'un traitement en
phase aqueuse de la bagasse de canne a sucre sur l'efficacité de la saccharification et de la
fermentation simultanées des hydrolysats hydrothermiques obtenus. Dans tous les cas, le
traitement en phase aqueuse a donné le meilleur rendement de conversion.

Dans d’autres cas, une imprégnation de coques d’amandes dans l'acide sulfurique a été
combinée a une explosion a la vapeur suivie d’'une hydrolyse enzymatique pour la production de
xylose ; 90% d’hémicelluloses ont été solubilisées apres 135 s a 227°C, mais uniquement 509% de
xylose a été récupéré. Ce procédé a été trouvé plus efficace qu’un traitement ordinaire a 'acide
utilisé pour I'obtention du xylose (Pou-Ilinas er al., 1990).

Heitz et al. (1991) ont rapporté 'occurrence d’'un maximum d’hydrolyse enzymatique
(65%) et de récupération de pentosanes a partir de bois durs traité par explosion a la vapeur en
utilisant la technologie Stake I1.

De la méme maniere, Martinez et al. (1997) ont utilisé une autohydrolyse combinée a une
hydrolyse acide pour améliorer la dégradation enzymatique de la cellulose pour une production
ultérieure de glucose ou d’éthanol a partir d’échantillons de bois tendre et de coques d’amande.

La combinaison de prétraitement a la vapeur suivi d’'une hydrolyse enzymatique de bois de
bouleau (Puls er al, 1985b), de bois de peuplier (Brownell et Saddler, 1987) ou de Brassica
carinata (Ballesteros et al, 2002) a été utilisée pour améliorer I'hydrolyse enzymatique et la
conversion aussi bien de la cellulose que de I'hémicellulose.

Un procédé totalement intégré (Shimizu et al., 1998) a été utilisé pour le fracionnement de
plusieurs échantillons de bois durs, et qui a consisté en une étape de traitement a la vapeur des
échantillons pour la solubilisation des hémicelluloses. Ces dernieres, sont ensuite purifiées puis
hydrolysées par des enzymes immobilisées pour leur conversion d’abord en xylose puis en xylitol.
Le résidu fibreux obtenu est par la suite extrait plusieurs fois par le dioxane (90%) afin de séparer
la hignine de la cellulose. Cette derniere est hydrolysée pour la production de glucose pour étre

fermenté en éthanol.
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Par ailleurs, Saha et Bothast (1999) ont évalué plusieurs prétraitements (2 I'eau chaude,
traitement alcalin et a 'acide dilué) suivis d'une saccharification pour la conversion des fibres de
mais en sucres fermentescibles. Les auteurs ont trouvé que le traitement a 'eau a 121°C pendant 1
heure a facilité la saccharification enzymatique de P'amidon et de la cellulose mais pas de
I’hémicellulose. L’hydrolyse par une hémicellulase des fibres de mais prétraitées avec des alcalins
(10/1 m/m) a 121°C pendant 3 heures, a donné des résultats similaires (Saha, 2003). Par contre,
I’hémicellulose et 'amidon sont convertis en sucre simple par un traitement a 'acide dilué et la
cellulose est convertie en glucose en utilisant des enzymes commerciales. Cette procédure a
consisté en un prétraitement de la fibre (15% m/v de solide) avec de 'acide dilué H.SO. 0.5% v/v) a
121°C pendant une heure, une neutralisaion du pH, et une saccharification des fibres de mais
prétraitées par des préparations commerciales de cellulase et de B-glucosidase. Le rendement en
sucres monomeres était de 85 a 100% du rendement théorique. Cette procédure n’a pas généré
des nhibiteurs comme le furfural et I'’hydroxyméthyl furfural, qui sont généralement des
mhibiteurs pour des microorganismes fermentatifs.

En effet, le prétraitrement a 'acide dilué a des températures relativement faibles (pour
minimiser la formation de composés mhibiteurs) suivi d'une saccharification enzymatique de la
portion cellulosique a été considéré efficace pour la production de sucres fermentescibles a partir
des fibres de mais (Saha, 2003).

Un autre procédé utilisant le traitement a la vapeur a été étudié par Yang et al. (2005) sur
les rafles de mais et en combinaison avec un traitement a lacide sulfurique et de l'action de
I’enzyme. Le rendement en xylo-oligosaccharides obtenus est pres de 689% avec une pureté de 70%

du total des sucres de ’hydrolysat.

I.5. Conclusions et présentation du sujet

Dans ce chapitre on a pu passer en revue les travaux et les connaissances acquises sur la
valorisation des ressources végétales lignocellulosiques. La canne a sucre étant la source de la
bagasse, faisant I'objet de notre étude, a été présentée en début du chapitre, ainsi que les étapes de
sa transformation en sucre jusqu’a la génération des sous-produits notamment la bagasse. La
composition de la fraction lignocellulosique des parois végétales et son organisation structurale ont

été aussi détaillées.
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La matiere hignocellulosique, étant fortement abondante, a fait 'objet de nombreux travaux
et études en vue de mettre en place des protocoles adéquats assurant sa valorisation et sa
transformation. Le son de blé, les rafles de mais et bien d’autres sous-produits végétaux telle que la
bagasse de canne a sucre ont fait 'objet de ces travaux.

La base bibliographique reporte I'utilisation de plusieurs méthodes mises en ceuvre pour
I'extraction de la fraction hémicellulosique a partir des résidus lignocellulosiques. L’hydrolyse a
I'acide dilué permet 'obtention des rendements d’extraction élevés, mais le caractére chimique de
la méthode, la nécessité de neutralisation et la dégradation des monomeres obtenus diminuent la
fiabilité de la technique. L’hydrolyse alcaline a aussi été utilisée, mais elle s’accompagne toujours
d’'une perte de 30 a 359 de matiere seche mitiale, et, dans certains cas, peut engendrer une
hydrolyse partielle de la cellulose et donc la hbération de glucose dans les fractions
hémicellulosiques récupérées. D’autre part, le cott des réactifs chimiques, telle que la soude
pénalise fortement le procédé. L étape de neutralisation nécessaire dans ces procédés engendre des
couts supplémentaires élevés. Les procédés Organosolv, présentent I'inconvénient du cott élevé
des solvants utilisés ainsi que les étapes de leur élimmation en fin d’extraction. I’explosion a
I'ammoniac ou au CO: ont été aussi étudiées, mais restent toujours sans application industrielle et
cela a cause de la difficulté de leur mise en ocuvre. Des extractions sélectives par hydrolyse
enzymatique ont été aussi décrites mais les rendements atteints sont généralement faibles et sont
limités par la complexité de la matiere végétale nécessitant ainsi un prétraitement avant de faire agir
les enzymes.

Les traitements hydrothermiques constituent une alternative de méthodes d’extraction des
hémicelluloses et permettent d’atteindre des rendements comparables a ceux obtenus par une
hydrolyse acide. Le traitement hydrothermique est présenté sous deux variantes : I'explosion a la
vapeur et I'extraction a 'eau chaude maintenue a son état liquide en travaillant sous pression.

Les traitements hydrothermiques présentés dans la littérature sont réalisés a des
températures allant de 180 a 230°C, considérées relativement élevées, ce qui peut constituer un
frein pour une éventuelle utilisation industrielle. I’explosion a la vapeur est une méthode efficace
mais elle reste assez délicate a conduire pour le fractionnement de la biomasse lignocellulosique du
fait de 'existence d’une étape de détente brutale de pression pouvant rendre complexe le matériel
mis en ceuvre et augmenter le cotit du procédé. Le traitement a 'eau parait étre le moyen le plus

efficace pour fractionner I’hémicellulose sans recours a 'utilisation de réactifs chimiques.
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Dans ce cadre, et durant ces travaux de theése nous proposons une étude de valorisation de
la bagasse de canne a sucre par extraction de sa fraction hémicellulosique au moyen d’une
hydrolyse enzymatique seule ou combinée a un traitement hydrothermique. Sa composition riche
en xylanes et en groupement acétyle (catalyseurs de la réaction de thermohydrolyse), sa forte
disponibilité, son faible coiit et 'absence quasi totale de cott de transport du fait de 'implantation
possible des unités de valorisation au sein de la sucrerie, font de la bagasse un substrat de choix.

Des étapes d’optimisation de cette extraction ont été réalisées. Afin de mieux comprendre
et maitriser les conditions opérationnelles du traitement hydrothermique, une étude comparative
de l'effet direct de plusieurs parametres sur la rentabilité et 'efficacité du traitement a été conduite.
Pour assurer une extraction dans des conditions modérées applicables a une échelle industrielle et
permettant d’atteindre de bons rendements, les baremes de traitement (temps, température) ont
été optimisés. En effet, travailler a des températures modérées permettrait de réduire les cofts de
chauffage et de prévenir de la dégradation des sucres extraits. Pour le facteur temps, 1l s’agit de
tester plusieurs durées en suivant la solubilisation de I’hémicellulose. Un temps minimal pour
libérer des fragments de xylane de taille relativement grande est nécessaire.

Une étape d’optimisation de I'étape de I'hydrolyse enzymatique a été aussi réalisée en
utilisant des enzymes dégradant les dérivés du xylane solubilisés par thermohydrolyse pour les
transformer en monomere de xylose. Des préparations enzymatiques et une enzyme purifiée ont
été testées. L'utilisation d’un jus de culture enzymatique permettrait de réduire le cott d utilisation

des enzymes purifiées.
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I.1. Le matériel végétal

La bagasse de canne a sucre a été fournie par le Centre d’Essai De Recherche et de
Formation sur la canne a sucre (CERF), 97494, Sainte Clotilde- La Réunion. Il s’agit d’une bagasse

issue d’un procédé d’extraction mixte moulins-diffusion et qui a été broyée a une granulométrie

mférieure a lecm par un broyeur Retsch (SM 100 ; Article N° 20.734.0001 ; Série N° : 82506003).

I1.2. Les enzymes

II.2 1. L’endoxylanase purifiée de Thermobacillus xylanilyticus

L’endo-B-1,4-xylanase purifiée [EC 3.2.1.8] est fournie par I'Institut National de Recherche
Agronomique (INRA) de Reims. Elle est produite et purifiée a partir du surnageant de culture de
Thermobacillus xyvlanilvticus D3. Ce Bacillus est un mutant catabolique obtenu par mutageneése
chimique (éthyle méthane sulfonate) d’'un Bacillus XE isolé par Samain ef al. (1991 ; 1992) et est
capable de produire jusqu’a 1000 UI de xylanase par ml de culture en 10 heures de fermentation.

L’activité spécifique (AS) est de 1800 Ul/mg protéie a 60°C.

IL2.2. Le surnageant de culture d’Humicola insolens

Le surnageant de culture d’ Humicola msolens est fourn par la société Roquette Freres

(sous le numéro d’identification NS28096) et a été utilisé pour son activité endoxylanase.

II.2.3. Le surnageant de culture de Trichoderma Reeser

Le surnageant de culture de 7richoderma Reeser est fourni par la société Roquette Freres

(sous le numéro d’identification NS28097) et a été utilisé pour son activité R-xylosidase.

I1.3. Les souches fongiques

Deux souches fongiques fournies par le Laboratoire de Génétique Moléculaire des

Fucaryote du Centre de Biotechnologie de Sfax ont été testées :
- Lasouche AX4 de Talaromyces thermophilus (Guerfal, 2008).

- La souche RutC30: un mutant de 7richoderma reeser, surproducteur de cellulases

(Amouri, 2003).
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[’étude a consisté a suivre la cinétique de production des activités enzymatiques : activités
hémicellulasiques (xylanase), et actvités cellulasiques (Carboxymethylcellulase ou CMCase, [-
glucosidase (pNPGase) et pf (papier filtre ou activité cellulase totale)) par les souches étudiées
cultivées en milieu liquide et solide. Les cultures ont été réalisées dans des erlenmeyers a 50°C
pour la souche AX4 et a 30°C pour la souche RutC30, sous agitation a 150 rpm.

L inoculation des souches a été faite soit directement par des spores collectées a partir du
mycélium ou par une préculture préparée a 'avance. Lors de la culture, des échantillons de 10 ml
sont prélevés stérilement a des intervalles de temps réguliers puis centrifugés a 5000 trs/min. Les
surnageants soigneusement récupérés vont par la suite étre analysés par dosage des différentes

activités enzymatiques.

I1.4. Les réacteurs

II.4.1. Les réacteurs enzymatiques

IL4.1.1. Les petits réacteurs (20 ml)

Les réactions enzymatiques ont été réalisées dans des petits réacteurs en verre a double

parol, thermostatés a la température désirée par un bain-marie a circulation d’eau.

1L 4. 1.2 Le réacteur d’agitation-mdélange mstrumenté (2L)

Les systtmes LR-2.ST et LR 2000 commercialisés par IKA, sont des réacteurs de
laboratoire concus pour 'optimisation et la reproduction de processus de réactions chimiques et
enzymatiques, et de processus de malaxage, de dispersion et d’homogénéisation a I'échelle du
laboratoire.

Le réacteur est muni d’'une sonde de température et d’un agitateur a hélice disperseur et est
commandé par PC avec un logiciel spécifique.

Ce systeme dispose d’un récipient en verre a double paror qui a une capacité de 2L et qui

est thermostable par un bain marie a circulation (figure I1.1).
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Mesure du couple moteur
(Tension de cisaillement)

Agitation : pales et contre-pale

Réacteur thermostaté

Figure I1.1. Le réacteur pilote d agitation-mélange

Les expériences peuvent étre effectuées sous vide partiel grice a une pompe reliée au
réacteur. L’étanchéité et la résistance aux solvants permettent de travailler dans des conditions
extrémes (230°C, avec solvants). Dans ce systeme, Pagitation qui s’effectue a 'aide d’une pile et
contre pale, peut étre comprise entre 8 et 290 rpm.

Ce réacteur permet le suivi de la variation du couple résistant (TAU en N.cm®) mesuré au
niveau du moteur de lagitateur et di a la viscosité du milieu réactionnel au cours de '’hydrolyse

enzymatique.

I1.4.2. Le réacteur du traitement hydrothermique

Les traitements hydrothermiques ont été réalisés dans un réacteur fermé (batch) fourn par
la société Roquette Freres. Ce réacteur (figure 11.2) est de forme cylindrique en acier inoxydable
pouvant contenir 250 ml de volume réactionnel, relié par une vanne a une chambre de détente. Ce
dispositif a été éprouvé a 25 bars et est muni d’'un manometre qui permet de controler la pression.
Le réacteur est plongé dans un bain thermostaté (Bioblock scientific 06 Huber CC41) remph

d’huile de silicone stable jusqu’aux températures supérieures a 200°C (figure I1.2 (b)).
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Figure 11.2. Photos du réacteur batch utilisé pour le traitement hydrothermique

|

5

T

Figure I1.8. Représentation schématique du réacteur utilisé pour le traitement hydrothermique de la
bagasse de canne i sucre : (1) et (1) vannes (2) et (2) Points d’évacuation (3) chambre de détente, (4)
manomeétre, (5) chambre sous pression, (6) support
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I1.5. Méthodes préparatives

IL.5.1. Traitement hydrothermique

Une suspension de bagasse a 5% masse seche/volume (150 ml d’eau Milli-Q et 8,11 g de
bagasse a 7,59% humidité) est introduite dans la chambre fermée du réacteur. Le traitement
thermique commence en plongeant le réacteur dans le bain d’huile préalablement chauffé a la
température désirée.

Plusieurs traitements thermiques ont été réalisés a différentes températures et a des
mtervalles de temps différents. L’arrét du traitement a été fait par refroidissement progressif en
dehors du bain thermostaté. Apres refroidissement le réacteur est ouvert et la fraction solubilisée
(hydrolysat hydrothermique) est séparée du résidu solide de la bagasse par filtration sous vide (par

un dispositif Biichner a verre frité de porosité 2), puis le tout est placé a 4°C avant d’étre analysé.

11.5.2. Hydrolyse acide

L’hydrolyse acide a été réalisée dans les mémes conditions que le traitement
hydrothermique mais en présence de I'acide sulfurique H.SO. a 1% (v/v) et a 150°C qui va servir de
référence tout au long de cette étude. I’hydrolyse acide a été également réalisée sur différents
temps de traitement afin de déterminer le temps nécessaire a 'obtention du maximum de xylose

extractible par I'acide.

IL.5.8. Traitement alcalin (Délignification)

Le prétraitement alcalin a été réalisé par trempage de la bagasse dans une solution
d’ammoniaque a 309% (v/v) avec un ratio solide/liquide de 1/7 dans des flacons hermétiquement
fermés. Le mélange est incubé a température ambiante sous pression atmosphérique pendant 3
jours. Apres trempage, la bagasse traitée est filtrée sur un verre frité de porosité 2, lavée plusieurs

fois a 'eau jusqu’a obtention d'un pH neutre (Kim et Lee, 2005) et ensuite séchée a 105°C.

I1.6. Méthodes analytiques

1IL.6.1. Dosage des activités enzymatiques

IL0.1. 1. Activité xylanase

L’actvité xylanase a été mesurée par l'apparition des sucres réducteurs libérés durant

I’hydrolyse a 60°C des xylanes solubles de bouleau a 0,5% (m/v). Le tampon utilisé est 'acétate de
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sodium a pH 5,8 pour la xylanase purifiée et a pH 5 pour le surnageant de culture d’Humicola
msolens. La mesure de activité se fait dans les conditions de vitesse mitiale de réaction. Dans ces
conditions la quantit¢ de sucres réducteurs libérés est proportionnelle a la concentration
enzymatique. [’activité enzymatique est donc déduite de la pente de la droite (concentration des
sucres réducteurs libérés= f (temps d’hydrolyse).

Une unité internationale (UI) d’activité xylanasique est définie comme étant la quantité
d’enzyme nécessaire a la libération d’une micromole d’équivalent xylose par minute a 60°C. Les
sucres réducteurs sont dosés selon la méthode de mesure de la réduction du ferricyanure de
potassium en ferrocyanure (Kidby et Davidson, 1973). La lecture de la densité optique se fait a 420

1nim.

1L0.1.2 Activité B-xviosidase

Le paranitrophényl-B-D-xylopyranoside est un substrat synthétique contenant un
groupement xylose lié en para a un nitrophénol. L’activité B-xylosidase a été déterminée a 55°C par
la libération du paranitrophénol a partir d'une solution de paranitrophénol-B-D-xyloside dans du
tampon citrate 50 mM pH 3,5.

La libération du para-nitrophénol par la dilution appropriée de 'enzyme est mesurée par
spectrophotométrie (spectrophotometre UV - Visible modele SHIMADZU uv-2101PC) a 401 nm.
La cinétique enzymatique a été effectuée pendant une durée bien déterminée (cinétique en point
final) et arrétée par une interruption de 'incubation et par ajout de carbonate de sodium (Na.CO:s),
qui amene le pH du milieu réactionnel a 11 quel que soient le pH et le tampon mitiaux. Dans ce
cas, le para-nitrophénol (qui est sous forme de nitrophénoxide) est tres coloré et son coefficient

d’extinction molaire est constant et il est de 18312 M" ecm™ 2 401 nm (Legin-Copinet, 1997).

1L0. 1.3 Activité a-glucosidase (pNPGase)

L’actuvité a-glucosidase a été déterminée selon la méthode adoptée par Wood et Bhat
(1988) a 50°C par la hibération du paranitrophénol (pNP) a partir d’'une solution de
paranitrophényl-a-D-glucopyranoside dans le tampon citrate 5 Mm.

La réaction enzymatique a été effectuée pendant une durée bien déterminée (cinétique en

point final) et arrété par une interruption de I'incubation et par ajout de tampon glycine 400 mM

pH 10,8.
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La libération du para-nitrophénol par la dilution appropriée de 'enzyme est mesurée par

spectrophotométrie a 430 nm par rapport a une gamme étalon de pNP allant de 0 a 20 uM.

IL0.1.4. Activité pf (papier filtre) ou cellulases totales

Les activités cellulases totales sont déterminée selon la méthode de Wood et Bhat (1988)
en suivant la quantité de sucres réducteurs libérés a 50°C par 'action des enzymes (dilution

appropriée) sur un disque d’antibiogramme (cellulose).

IL0.1.5. Activité CMCase

L’activité CMCase est déterminée selon la méthode de Wood et Bhat (1988) en suivant la
quantité de sucres réducteurs libérés a 50°C par I'action de I'enzyme (dilution appropriée) sur une

solution de Carboxyméthycellulose (CMC) a 2%.

1L.6.2. Méthodes chimiques de caractérisation du substrat

IL0.2 1. Teneur en eau

Pour déterminer la teneur en eau, un échantillon de bagasse (2g) a été séché a 105°C
Jusqu’a un poids constant. Par pesée différentielle on détermine une teneur en eau exprimée en g

d’eau pour 100g de matiere seche. Les analyses ont été répétées trois fois.

1L0.2.2 Teneur en cendre

La teneur en cendres de I’échantillon correspond a la masse résiduelle obtenue apres 4

heures d’incinération a 500°C.

110.2.3 Dosage des lignunes : Méthode au bromure d’acétyvle

C’est une méthode spectrophotométrique qui a été développée par Johnson et al. (1961)
puis modifiée par Iiyama et Wallis (1990). Le bromure d’acétyle permet la solubilisation des parois
végétales. La teneur en lignine est alors estimée par la mesure de I'absorbance a 280 nm avec un
coefficient d’extinction massique déterminé par une lignine de référence extraite d’épicéa ()
massique= 20 g".L.cmm”).

Environ 10 mg d’échantillon et 5 mg de référence extraite d’épicéa sont placés dans des
tubes a vis en verre de 25 ml. 5 ml d’une solution a 25% (p/p) en bromure d’acétyle dans 'acide

acétique sont ajoutés aux échantillons et 0.2 ml d’acide perchlorique a 70% est ensuite ajouté.
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Les tubes sont agités puis placés dans un bam-marie a 70°C pendant 30 minutes avec une
agitation toutes les 10 minutes afin d’obtenir la solubilisation complete des échantillons. Apres
refroidissement dans la glace, un aliquote de chaque échantillon est transféré dans un tube gradué
de 20 ml contenant 5 ml d’une solution de soude 2M et 6 ml d’acide acétique. Le volume de
chaque tube est ensuite complété a 20 ml par de I'acide acétique. La solution est laissée pendant 45
minutes a 'obscurité, puis les mesures d’absorbances sont effectuées a 280 nm contre un témoin

sans parol traité de facon identique.

1L0.2.4. Dosage des composés phénoliques

L1identification des acides hydroxycinnamiques (férulique et p-coumarique) sous forme

ester et éther a été déterminée apres traitement alcalin de la bagasse.

110.2.4. 1. Hvdrolvse des liaisons ester et éther

Les acides hydroxycinnamiques liés par haisons éthers et esters sont libérés en une seule
étape en milieu alcalin concentré et a chaud (Ilyama et Wallis, 1990) : A 40 mg d’échantillon pesé
dans des gaines en téflon sont ajoutés 10 ml de NaOH 4 N. L’hydrolyse est effectuée dans un
autoclave a 170°C pendant 2 heures. Apres refroidissement, on ajoute 1 ml d’étalon mterne a 200
pug/ml (Pacide 3-4-5, triméthoxycinnamique). Les acides hydroxycinnamiques libérés sont extraits
trois fois par 30 ml d’éther, apres acidification du milieu par de I'acide chlorhydrique 6N (pH=1).
Les phases éthyliques sont ensuite évaporées a sec puis reprises par 1.5 ml d’un mélange
méthanol/eau (v/v). Apres filtration sur filtre PTFE 0.22 um, ’échantillon est prét a étre analysé par
HPLC.

1L0.2.4.2 Hydrolvse des liaisons ester

Les acides hydroxycinnamiques liés par haisons esters sont libérés par hydrolyse alcaline
douce (Scalbert ef al, 1985). A 40 mg d’échantillon pesés dans des flacons bruns (a 'abri de la
lumiere) sont ajoutés 10 ml de NaOH 2 M. L’hydrolyse est effectuée a 30°C pendant 4 heures sous
agitation et sous atmosphere d’azote. A la fin de la réaction, on ajoute 1ml d’étalon interne a 200
ug/ml (Pacide 3-4-5, triméthoxycinnamique). Les acides hydroxycinnamiques libérés sont extraits
trois fois par 30 ml d’éther apres acidification du milieu par de 'acide chlorhydrique 6 N (pH=1).
Les phases éthyliques sont ensuite évaporées a sec puis reprises par 1.0 ml d’un mélange
méthanol/eau (v/v). Apres filtration sur filtre PTFE 0.22 um, ’échantillon est prét a étre analysé en

HPLC.
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116.2.4.53. Conditions d’analyse en HPLC

Les acides hydroxycinnamiques libérés sont analysés par HPLC en phase inverse. Les
échantillons sont injectés dans un appareill Waters équipé d’'une colonne Waters Spherisorb
S50DS2 (4.6 * 250 mm) (Lamblin ef al, 2001). L’élution est réalisée par un gradient de polarité
(tableau II.1) a un débit de 1 ml/min. Les chromatogrammes sont enregistrés en continu a 'aide

d’un détecteur équipé d’une barrette de diodes. L'intégration est effectuée a 301.9 nm.

Tableau II.1. Gradient utilisé pour le dosage des acides hydroxycinnamiques en HPLC

Temps (min) % solvant A % solvant B % solvant C

Séparation 0 100 0 0

6 92.5 5 2.5

13.5 85 10 5

27.5 60 20 20

30 60 20 20
Nettoyage 35 0 50 50
Equilibrage 50 100 0 0

55 100 0 0

Solvants :
- A Acétonitrile 109%, H.O 90%, Acide orthophosphorique 1/1000.
- B : Méthanol 80%, H:O 20%, Acide orthophosphorique 1/1000.
- C:Acétonitrile 80%, H-O 20%, Acide orthophosphorique 1/1000.

1I1.6.3. Méthodes physiques de caractérisation du substrat

1L0.3. 1. Microscopre photonique

Des échantillons de bagasse broyée et non broyée (tout venant), placés dans une coupelle
en verre, ont été observés par une binoculaire (Nikon) muni d’'un objectif de grossissement
maximal de 250 relié a une caméra et a un systeme d’acquisition d’'image sur PC. Les images sont
analysées par un logiciel LUCIA (Laboratory Umiversal Computer Image Analysis) qui est

commercialisé par la société NIKON (Paris).

1L0.5.2 Détermination de la capacité d’absorption d’eau

La capacité de la bagasse a absorber 'eau a été déterminée selon la méthode de Gould et
al. (1989) avec une légere modification. Un échantillon de bagasse seche (3g) a été mélangé avec un
exces d’eau Milli-Q puis laissé s’hydrater pendant 2 heures. L’exces d’eau est ensuite enlevé par

dramage sur un tamis métallique de maille tres fine. Un échantillon de bagasse mouillée est ensuite
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prélevé, pesé, puis séché jusqu’au poids constant a 105°C. La capacité d’absorption d’eau (en g

d’eau absorbée/ g masse seche) est définie comme suit :

Masse mouillée - Masse seche / Masse seche (Sangnark et Noomhorm, 2003)

11.6.3.3. Détermination du volume de gonflement

Le volume occupé par un échantillon de bagasse completement hydraté (appelé volume de
gonflement) a été mesuré en mélangeant 1g de bagasse avec un exces d’eau bi-distillée dans une
éprouvette. La suspension est mélangée de temps en temps pendant plusieurs heures pour assurer
la complete hydratation de I’échantillon, on laisse décanter une nuit. Le volume occupé par les

particules gonflées est le volume de gonflement en ml/g de bagasse seche (Gould et al., 1989).

1L 0.5.4. Isotherme de sorption de la vapeur d’eau

1L0.3.4. 1. Isotherme de sorption

Une 1sotherme de sorption de vapeur d’eau d’'un échantillon de bagasse a été établie en
utilisant la méthode des microchmats (Mathlouthi et Rogé, 2003), qui consiste a suivre I’évolution
de la teneur en eau (ou humidité relative ERH) a ’'équilibre de I'échantillon conditionné sous des
atmospheres d’humidité relative fixes et croissantes. IL’humidité relative est obtenue a I'aidde d’une
solution saline saturée placée dans 'enceinte thermostatée et hermétiquement fermé de 'aw-métre
« thermoconstanter » NOVASINA modele Humidat-TH200. Les solutions salines saturées
utilisées sont données dans le tableau I1.2 (AOAC, 1980). Un échantillon de bagasse séchée une
nuit 2 105°C est pesé dans une coupelle (1g) et maintenu a 20°C ; pour chaque solution saline on
suit I’évolution de la masse de I'échantillon jusqu’au poids constant signifiant que I'équilibre est
atteint. La différence de pesée entre I'échantillon avant et apres adsorption d’eau (a I'équilibre)
donne la quantité d’eau adsorbée par I’échantillon a analyser. On considere que I'équilibre entre

I’échantillon et Patmosphere qui entoure est atteint apres 7 jours, on parlera alors d’Humidité

Relative d’Equilibre (HRE).
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Tableau I1.2. Humudité relative d’équilibre des solutions salines utilisées pour controler
latmosphére lors de la sorption de la vapeur d’eau sur Ia bagasse de canne a sucre

Solution salines Humidité relative en %
LiCl 12
MgCl. 33
K.CO:; 42
Na.CrO- 52
NaNO:. 62
NaCl 76
KCl 84
K.SO. 96

116.5.4.2 EFau de la couche d’hyvdratation monomoléculaire

Une 1sotherme de sorption nous permet, en plus de suivre I’état d’hydratation d’un produit
en fonction de l'activité de 'eau du milieu, de déterminer I'eau de la couche monomoléculaire
d’hydratation graphiquement par la méthode de I'équation de B.E.T. (Brunauer er al, 1938)

sulvante :

Aw /M (1-aw) = 1/M..C + aw (C - 1) / M..C)

Avec:
- aw: activité de 'eau

- M: teneur en eau du produit (g/100g de matiere seche)

M. : teneur en eau correspondante a la couche monomoléculaire

- C: constante

La représentation graphique de I'équation de B.E.T. nous permet de déterminer M,

comme le montre la figure suivante :
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M1.C Tga=—
ML.C

Y

Figure 11.4. Détermination de 'eau de la couche monomoléculaire a partir de I'exploitation d’une courbe de
sorption (Brunauer et al., 1938 ;)

1I1.6.4. Méthodes de caractérisation des hydrolysats

1L0.4.1. Mesure de fa coloration

Les hydrolysats 1ssus des traitements hydrothermique et acide ont été dilués 2 fois puis leur

coloration a été déterminée en mesurant 'absorbance a 420 nm a 'aide d’un spectrophotometre

UV-visible, modele Shimadzu UV-2101PC.

1L0.4.2 Déternmunation des masses seches

La masse seche des fractions solubilisées par traitement hydrothermique a été déterminée
par séchage de 10 ml d’hydrolysats a 105°C pendant une nuit. Le résidu obtenu est ensuite pesé
(Bobleter er al, 1989). L’écart entre la masse seche de I'’hydrolysat et sa teneur en xylose

permettrait de donner une 1dée sur la teneur en impuretés.

11.6.4.3. Méthodes de dosage et de caractérisation des sucres

110.4.3 1. Dosage des sucres réducteurs

La mesure des extrémités réductrices libérées a partir de la bagasse lors des traitements

hydrothermiques ainsi que lors des hydrolyses enzymatiques, a été réalisée par la mesure de la
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réduction du ferricyanure (Kidby et Davidson, 1973). La lecture de I'absorbance a 420 nm est
mesurée a 'aidde d’un spectrophotometre UV-visible, modeéle Shimadzu UV-2101PC. La quantité
de sucres réducteurs est déterminée par rapport a une courbe étalon réalisée avec le xylose comme

standard a différentes concentrations (de 0 a 400 ug/ml).

110.4.3.2 Dosage des sucres totaux

La quantité des sucres totaux des hydrolysats a été déterminée par la méthode au phénol
sulfurique développée par Dubois e al. (1956) puis modifiée par Saha et Brewer (1994). En milieu
acide concentré, les glucides se transforment en dérivés du furfural qui, en se complexant avec le
phénol, donnent des composés de couleur orangée.

A 200 ul d’échantillon a doser sont ajoutés (brusquement) 200 ul d’une solution aqueuse de
phénol a 5% (p/v), puis 1 ml d’acide sulfurique concentré. Apres agitation, on laisse se refroidir le
mélange pendant 30 minutes a I'obscurité et a température ambiante. La lecture des absorbances
est effectuée a 480 nm a 'aide d’un spectrophotometre UV-visible, modele Shimadzu UV-2101PC.

La concentration en sucres totaux est obtenue par référence a une gamme étalon en xylose (0 a 50

ug/ml).

110.4.5.3 Chromatographie  Liquide Haute Performance d’échange dions

(Dionex)

La composition monosaccharidique de la bagasse de canne a sucre ainsi que les hydrolysats

a été déterminée apres hydrolyse a 'H.SO. par Chromatographie échangeuse d’ions (Dionex).

e Préparation des échantillons : hydrolyse a 'H:SO1 (Seaman et al., 1954)

- Hydrolyse du solide

A environ 10 mg d’échantillon de bagasse seéche, sont ajoutés 125 ul d’acide sulfurique
12 M , sous agitation pendant 2 heures. L’acide est ensuite dilué a 2M par ajout de 0.5 ml d’étalon
mterne (fucose 1 mg/ml) et 1ml d’eau. L’hydrolyse se poursuit ensuite pendant 2 heures a 100°C
dans un bain d’huile de silicone. Apres refroidissement, les échantillons sont filtrés sur membrane

en nylon ou PTFE (13 mm de diametre) de 0.22 um de porosité.
- Hydrolyse du soluble

Les fractions solubles obtenues par traitements hydrothermiques et enzymatiques ont été

hydrolysées par 'H2SOu afin de transformer les dérivés du xylane solubilisés en sucre monomeres
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avant leur quantification. Pour ce faire, a 0,5 ml d’échantillon sont ajoutés 200 ul d’étalon mterne
(fucose a 1 mg/mL) et 700 ul d’acide sulfurique 2M. L’hydrolyse est effectuée pendant 1 heure a
100°C dans un bain d’huile de silicone. Apres refroidissement, le volume est ajusté a 2 mL avec de
I'eau Milli-Q, puis filtré sur membrane en nylon ou PTFE (13 mm de diametre) de 0,22 um de

porosité avant d’étre analysé.
*  Appareillage et protocole

Les monosaccharides libérés lors de I'hydrolyse acide sont identifiés et quantifiés a 'aide
d’un chromatographe ionique Dionex équipé d’une colonne d’échange anionique Carbopac PA1
(47250mm) et d’'un détecteur a impulsions ampérométriques avec une électrode de mesure en or
(PAD2).

Les échantillons sont séparés par un gradient d’acétate de sodium 1M dans 0,1 M NaOH a
un débit de 1 ml/min. Les monosaccharides (xylose, arabinose, glucose et galactose) ont été utilisés

comme références et le fucose comme étalon interne.

110.4.3 4. Chromatographie sur Couche Mince

La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur plaque de silice (K60, Merk) selon
le protocole utilisé par Boussarsar et al., (2007). Le xylose, xylobiose, xylotriose et xylotétraose ont
été utihisés comme référence. La migration s’est déroulée pendant 6 heures dans le solvant n-
butanol / acide acétique / eau (en proportion 2/1/1) (Benamrouche-Stitou, 2002). La révélation a
été effectuée par pulvérisation d’une solution d’orcinol sulfurique (200 mg d’orcinol dans 100 ml

d’acide sulfurique a 20% v/v), suivie d’un passage a I’étuve a 120°C pendant 5 minutes.

11.0.4.3.5. Chromatographie d’Exclusion stérique Haute Performance (HP-SEC)

e Principe

La chromatographie d’exclusion stérique est la technique la plus utilisée pour avoir des
mformations sur la masse moléculaire des polymeres. Elle est spécialement adaptée dans le cas des
échantillons polydisperses. L'utilisation en ligne d’'une méthode de détection comme la diffusion
de lumiere a multi angles permet la détermination de la taille et la masse des molécules
correspondante a chaque pic, ce qui permet de déterminer la distribution moléculaire de

I’échantillon.
o Appareillage et protocole
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Les mesures ont été réalisées par un systeme a multidétection constitué d’un détecteur UV
(Waters 486), d’'un détecteur d’indice de réfraction (Waters 410) et un détecteur de diffusion de
lumiere a multi angle (Dawn MALLS, 632,8 nm, Wyatt Corporation). Un logiciel ASTRA (Wyatt)
a été utilisé pour 'enregistrement des données de diffusion de lumiere durant I’élution. 100-200 ul
d’échantillon sont mjectés apres filtration sur membrane PTFE de 0,45 um de porosité. La
séparation est réalisée par des colonnes Shodex OH pack 802, 803 et 805 M (chacun a 4,6
mm” 300 mm) thermostatiquement controlées, avec un débit de 1 ml/min utilisant une solution de
NaNO; 50 Mm contenant 0,02% de NaN. Le systeme est calibré avec des solutions monodisperses
de pullulanes a faibles poids moléculaires (20 000 et 11 000 g/mole). L.a masse moléculaire des

particules est déterminée par la procédure « Berry plot » avec des équations de premier ordre

fournies par le logiciel ASTRA.

[10.4.5.6. Méthodes enzvmatiques (Kit)

o  Dosage du xvilose par la méthode enzymatique

Le kit enzymatique spécifique au xylose est fourni par Mégazyme. Le principe de la
technique est basé sur I'interconversion des formes anomériques (o et ) du D-xylose catalysée par

la xylose mutarotase (XMR) (1).

(1) a-D-xylose < (XMR) > PB-D-xylose

Le B-D-xylose est oxydé par NAD en acide D-xylonique en présence de B-xylose

déshydrogénase (B-XDH) a pH 7.5 (2).

-XDH
2) B-D-xylose + NAD ® ) > Acide D-xylonique + NADH + H'

La quantit¢é de NADH amsi formée est dans des proportions stoechiométriques a la
quantité de D-xylose introduite. Elle est mesurée a une absorbance de 340 nm. La liste des réactifs

et la procédure expérimentale de dosage sont données dans le site www.megazyme.com.

o Dosage du glucose par la méthode enzymatiqgue

La quantité de glucose libérée a été déterminée par un kit enzymatique spécifique au
glucose (produit Mégazyme)

Le principe de la méthode est le suivant :
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En présence d'une hexokinase et de l'adénosine-5’-triphosphate (ATP), le glucose est

phosphorylé en glucose-6-phosphate (G-6-P) avec la formation simultanée de l'adénosine-5’-

diphosphate (ADP) (1).

(1) D-glucose + ATP (HK) > G-6-P + ADP

En présence de 'enzyme glucose-6-déshydrogénase (GO6P-DH), la G-6-P est oxydée par la
nicotinamide-adénine  dinucléotide phosphate (NADP) en gluconate-6-phosphate avec la
formation du nicotinamide-adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH) (2).

(G6P-DH)

(2} G-6-P + NADP* > Gluconate-6-phosphate + NADPH + H

La quantté de NADPH formée par cette réaction est stoechiométrique a la quantité de
glucose, et est mesurée a 340 nm. La liste des réactfs et la procédure expérimentale de dosage sont

données dans le site www.megazvime.com.

1L.6.5. Mesure viscosimélrigue

11.0.5. 1. Appareillage

Les mesures de la viscosité dynamique sont réalisées au moyen d’un viscosimetre rotatif de
type Lamy, le Rhéomat 225. Il est piloté grace a un logiciel de viscosimetrie Rheometrics, et
thermostaté a ’'aide d’un bain.

La cellule de mesure consiste en deux cylindres coaxiaux. Le corps de mesure entrainé par
un moteur électrique, plonge dans la substance a étudier.

11.0.5.2. Principe

Le produit a étudier est cisaillé entre les deux cylindres. Le cylindre extérieur est fixe alors

que le cylindre ntérieur tourne a une vitesse controlée (). Le couple résistant (C) da au
cisalllement du liquide dans 'entrefer est mesuré sur I’élément tournant. A chaque vitesse de
rotation (Q) correspond une vitesse de cisailllement (y). Ces vitesses peuvent varier de facon
continue ou discontinue. La contrainte de cisailllement (6) est directement proportionnelle au
couple résistant (C).

La relation entre vitesse imposée et contrainte résultante est exprimée par la viscosité

dynamique 1 (Pa.s):
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n=o/y
- 0 est exprimée en Pa

- Y est exprimée en s

1L0.0.5. Protocole

La wviscosité apparente des échantillons a été mesurée a une vitesse de cisaillement

constante (300 s") pendant 1 minute a température ambiante.
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CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION
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II1.1. Caractérisation du substrat : L.a bagasse de canne a sucre

II1.1.1. Morphologie de la bagasse de canne a sucre

L’accession de 'enzyme a son substrat peut étre génée par la taille et la forme des fibres de
canne a sucre. Pour controler cet effet une comparaison a été faite entre bagasse broyée et non
broyée. Des photos des échantillons de bagasse broyée (a) et non broyée (b) obtenues par
microscopie photonique sont données dans la figure III.1. Cette observation microscopique
montre bien Iaspect fibreux de la bagasse de canne a sucre. La photo réalisée a la méme échelle
correspondant a la bagasse broyée montre que le broyage n’affecte pas sa structure fibreuse, mais

en diminue la taille des particules.

Figure II1.1. Photos de bagasse de canne a sucre : (a) bagasse broyée, (b) bagasse non broyée

1L 1.2. Composition chimique

La composition chimique de la bagasse (en polysaccharides, sucres monomeres, cendres,
acides phénoliques ainsi que sa teneur en eau) a été déterminée et les résultats sont donnés dans les
tableaux III.1, IIL.2 et III.3. Cette composition chimique confirme qu’il s’agit d’'une biomasse
lignocellulosique (tableau III.1) qui est majoritairement formée de cellulose, hémicelluloses et de

lignine. Elle est peu hydratée puisqu’elle ne contient que 7,8% d’eau.
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La teneur en hémicelluloses de la bagasse étudiée est 269 MS, avec le xylose comme sucre
monomere prépondérant (92%) ce qui permet de suggérer que la fraction hémicellulosique de la
bagasse est formée de xylanes. I’analyse de la composition monosaccharidique (tableau I11.2) de la
bagasse révele la présence de I'arabinose ce qui montre que les xylanes de la bagasse sont de type
arabinoxylanes.

La bagasse contient également une quantité relativement importante de lignine (209%MS)
comparable a celle de la paille de blé (Rémond-Zilliox C., 1996). La lignine est responsable de la
rigidité de la structure de la bagasse et influe sur sa texture en suspension dans 'eau. De plus la
nature hydrophobe de la lignine réduit la facilité de la bagasse a s’hydrater. L.a composition en
acides phénoliques de la bagasse est résumée dans le tableau I11.3. On observe la prépondérance

de l'acide p-coumarique, ce qui est typique des graminées.

Tableau III.1. Composition chimique de la bagasse de canne a sucre

Polysaccharides Teneur (% MS)
Cellulose' 45
Hémicellulose (xylose)' 26 (92)
Lignine’ 20
Cendre 2.1
Autres composés  (tels 9

que les sels)

'+ déterminé par HPLC ;* : déterminée par la méthode au bromure d’acétyle

Tableau II1.2. Composition en sucres monoméres de la bagasse de canne a sucre déterminéé par HPLC

Sucres monomeéres Teneur (% MS) Teneur (% paroi)
Glucose 46.03 31.7
Xylose 24.98 19.4
Arabinose 3.435 2.01
Galactose 0.687 0.50
Mannose 0.13 0.00

Tableau II1.3. Composition en acides phénoliques de la bagasse de canne a sucre déterminéé par HPLC

Acides phénoliques Teneur (mg/g paroi)
Acide p-coumarique’ 16.4

Acide férulique’' 4.1
Dimeres d’acides féruliques' 3
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Les traitements étant réalisés en milieu aqueux, 1l est donc important d’étudier le
comportement de la bagasse vis-a-vis de 'eau. Ainsi, nous avons déterminé I'aptitude a absorber
I'eau et le volume d’un échantillon de bagasse completement hydraté (volume de gonflement) ainsi

que l'isotherme de sorption de la vapeur d’eau.

11 1.8. Absorption d’eau et volume de gonflement

Les résultats obtenus ont montré une faible aptitude de la bagasse étudiée a absorber I'eau.
En effet 'absorbance d’eau a été seulement de 6,165 + 0,6 g d’eau/g MS, avec un volume de
gonflement ne dépassant pas les 1,5 ml/g bagasse seche.

La faible densité de la bagasse (492 + 15 kg/m’ (Rasul er al, 1999)) et le faible volume
d’eau associée rendent nécessaire I'utilisation d’un ratio solide/liquide faible pour assurer un bon

traitement thermique en milieu aqueux.

111 1.4. Isotherme de sorption

1L 1.4. 1. Isotherme de sorption de la bagasse

L1sotherme de sorption de vapeur d’eau décrit le comportement d’'un échantillon vis-a-vis
d’'une atmosphere de plus en plus saturée en eau et sa faculté a s’hydrater. Le passage de 'eau de
I'atmosphere a I'échantillon est d’autant plus facile que sa structure est accessible (surface
spécifique élevée) et sa composition est faible en composés hydrophobes.

La figure II1.2 montre I'i'sotherme de sorption de la vapeur d’eau de la bagasse de canne a

sucre.
25
£ »
ag ’I
520 -
w 4
© I
2 J
£ 7’
wl5 #
C &
% -
—
z 10 » fad
@ -
E "'»’
E 5 --"*’
< _-¥
[ -
-
""
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Aw
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La teneur en eau maximale que peut fixer la bagasse est seulement de 0,27 g d’eau/g
bagasse pour une atmospheére saturée en eau (aw=1). La forte teneur de la bagasse en lignine a
caractere hydrophobe pourrait expliquer la tendance de la bagasse a ne pas fixer beaucoup d’eau.
Ceci est en concordance avec les résultats précédents sur le volume de gonflement et la capacité
d’absorption de I'eau.

En effet, pour des aw allant de 0 2 0,8 le niveau d’hydratation de la bagasse est faible (100 g
de bagasse absorbe seulement 10 g d’eau pour une aw=0,8). Pour une valeur d’activité d’eau égale a
0.80, le gonflement de la bagasse favorise 'absorption de I'eau ce qui explique son hydratation

rapide entre des activités d’eau allant de 0,8 a 1.

I 1.4.2 EFau de la couche monomoléculaire d’hvdratation

La teneur en eau correspondant a la couche monomoléculaire d’hydratation est
caractéristique de la nature des groupements a la surface des macromolécules. Cette teneur en eau
désignée par M est déterminée graphiquement par la méthode de I'équation de B.E.T. (Brunauer
et al, 1938).

L’exploitation de I'isotherme d’adsorption de vapeur d’eau de la bagasse selon la méthode
de B.E.T. a permis d’obtenir la valeur suivante : M,=0,022 ¢ H20/g bagasse a 20°C, cette teneur est
tres faible et pourrait étre attribuée a la constitution des parois cellulaires de la bagasse a caractere
hydrophobe (présence de lignine) et aussi insoluble (présence de cellulose).

La bagasse seche est donc un substrat difficile a hydrater, d’ou la nécessité de ’hydrater une
nuit avant de procéder aux traitements hydrothermique ou enzymatique.

En effet, la bagasse a la sortie des moulins de sucrerie est saturée en eau d’ou I'intérét de
I'intégrer directement dans un procédé de valorisation. Limplantation d’une unité de
transformation au sein de la sucrerie permettant 'utilisation directe de la bagasse pourrait étre
mtéressante d’'un point de vue économique pour une éventuelle application industrielle : tout en
évitant les charges de séchage d'une part et les cotts de sa réhydratation en cas de valorisation par

traitement thermique en phase aqueuse d’autre part.
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IIT. 1.5. Utilisation de la bagasse de canne a sucre comme source de carbone dans les
mulieux de culture de plusieurs souches fongiques

La composition chimique du milieu de culture constitue un des parametres les plus
mmportants dans un processus de fermentation. En effet, la composition des miliecux de culture
utilisés est tres variable selon les microorganismes et la nature de 'enzyme a produire. Les milieux
de base contiennent essentiellement une source d’azote, une solution d’oligoéléments et une
source de carbone qui est choisie selon 'enzyme a induire (Amouri, 2003). En général, la source
de carbone peut étre un substrat purifi¢é comme le xylane pour la production d’activité xylanase ou
la cellulose pour la production d’activité cellulasique. Ces substrats sont souvent chers et peu
disponibles. La substitution de ces sources de carbone par des substrats bruts comme le son de blé
constitue une alternative intéressante d’un point de vue économique. Cela permet également de
trouver une voie de valorisation de la biomasse lignocellulosique comme inducteur de production
d’enzyme par des microorganismes.

Dans cette optique, et dans le but d’étudier la capacité de la bagasse de canne a sucre a étre
utilisée comme source de carbone en milieu de culture des microorganismes en particulier de
certaies souches fongiques pour la production d’enzymes xylanolytique et/ou cellulasique nous
avons comparé le potentiel inducteur (d’activité enzymatique) de la bagasse avec des substrats
purifiés (comme le xylane de bouleau ou la cellulose Avicel) et des substrats bruts tels que le son de
blé qui est tres utilisé et qui a été le substrat de choix dans de nombreuses études pour la
production de cellulases et de xylanases par les champignons.

La mise en place d'une unité intégrée a 'usine pour la production des enzymes permet de
réduire le cout des préparations enzymatiques et disposer de jus enzymatiques a activités ciblées.
De plus, induire la production d’activité enzymatiques par des souches cultivées sur la bagasse elle
méme pourrait permettre I'expression d’enzymes mieux adaptées a sa transformation.

Dans un premier temps nous avons utilisé la bagasse, le son de blé et le xylane de bouleau
comme ingrédients dans les milieux de culture des deux souches étudiées a une concentration de
2%. Les cinétiques de production d’activités B-glucosidase, xylanase et cellulases sont reportées

respectivement dans les figures I11.3, II1.4 et IIL.5.
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Figure I11.3. Lffet de la source de carbone sur la cinétique de production des activités pNPGase
(exprimées en Ul/ml) par les souches AX4 et RutC30
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Figure I11.4. Effet de la source de carbone sur la cinétique de production des activités xylanase
(exprimées en Ul/ml) par les souches AX4 et RutC30
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Figure IIL.5. Effet de la source de carbone sur la cinétique de production des activités CMCase
(exprimées en Ul/ml) par les souches AX4 et RutC30
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Les cinétiques de prodution enzymatique obtenues montrent que quelque soit la souche
étudiée, I'utilisation de la bagasse de canne a sucre comme source de carbone en milieu de culture
permet d’atteindre des niveaux de productions de B-glucosidase comparable a ceux obtenus en
présence de xylane et plus élevés que ceux obtenus avec le son de blé.

La figure III.4 montre que l'utilsation de la bagasse permet d’'induire la production
d’activités xylanases avec des niveaux variables selon la souche utilisée. La production d’activité
xylanase par la souche AX4 cultivée en présence de bagasse (22 Ul/ml) est comparable a celle
mduite par le son de blé (25 Ul/ml) et Iégerement inférieure a celle obtenue en présence de xylane
(28 Ul/ml).

Quant aux activités cellulasiques, la figure III.5> montre des niveaux de productions
supérieurs par la souche RutC30 comparée a la souche AX4 qui est dépourvue d’activités
cellulases quelle que soit la source de carbone utilisée. Les valeurs négatives sur la figure I11.5 sont
considérées commes nulles et peuvent étre expliquées par des valeurs trop faibles en activités pf et
CMCases. Ces résultats s’expliquent par le fait que la souche RutC30 est un mutant qui surproduit
les cellulases alors que la souche AX4 est sauvage et qui ne produit que des xylanases, elle semble

étre dépourvue d’activité cellulases (pf et CMCases).

Par ailleurs, le suivi du pH en fonction du temps de culture des deux souches présenté dans

la figure III.6 montre une certaine stabilité entre 6 et 7 pour AX4 et 6 et 8 pour RutC30.

© =M@ Advite Byl © €
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Figure IIL.6. Variation du pH des milicux de culture des deux souches AX4 et RutC30 cultivées en
présence de plusieurs sources de carbone (bagasse de canne a sucre, son de blé (SB) et xyvlane de
bouleau).
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Ces résultats montrent bien la capacité de la bagasse de canne a sucre a étre utilisée comme
source de carbone pour cultiver des souches fongiques et de substituer des substrats carbonés
couramment utilisés. Le pouvoir inducteur d’activité enzymatique dépend fortement de la souche
étudiée et aussi de plusieurs parametres liés au procédé de fermentation (liquide ou solide) ainsi
quaux propriétés physico-chimiques du substrat comme sa concentration ou méme sa
granulométrie. Dans ce qui suit, nous présentons les résultats de I'étude de l'utilisation de la

bagasse de canne a sucre pour cultiver chacune des deux souches étudiées : AX4 et RutC30.

I 1.5.1. Ftude la cnétique de production d'enzvmes par la souche AX4 cultivée en
présence de la bagasse de canne a sucre

I 1.5.1.1. Culture en milieu liquide

a) Litet de la concentration de la bagasse de canne a sucre

Afin de déterminer leffet de la concentration de la bagasse sur la cinétique de production
des activités xylanasique et B-glucosidase de la souche AX4, plusieurs milieux de culture ont été
utilisés contenant différentes concentrations de bagasse allant de 1 a 49%. Des prélevements ont été
réalisés a différents temps de culture et les activités enzymatiques ont été déterminées selon les
méthodes décrites dans 'annexe. Les résultats obtenus sont donnés dans les figures II1.7 et I11.8 et

ont été comparés a ceux obtenus en présence du xylane de bouleau a 2% de concentration.

Activité xylanase en U/ml B 2emejours
3 B 4eme jours
3 feme jours
20 B /eme jours
10 l_l Ij I] ll B §eme jours
01 ' ' ' ' ' Source de carhone
xylane2%  Bagasse 1% Bagasse2% Bagasse3% Bagasse 4%

Figure I11.7. Effet de la concentration de la bagasse de canne a sucre sur la production
d activité xylanase par la souche AX4.
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Figure II1.8. Lffet de la concentration de la bagasse de canne a sucre sur la production dactvité f-
glucosidase par la souche AX4.

Les figures II1.7 et II1.8 montrent que pour les deux activités xylanase et B-glucosidase, la
variation de la concentration de la bagasse dans le milieu de culture n’a pas d’effet significatif sur le
taux de production de ces activités par la souche AX4. Une légére amélioration est observée a des
concentrations de 3 et 49%. Ceci peut s’expliquer par la complexité structurale de la bagasse qui la
rende difficilement assimilable par le microorganisme. L’hypothese qu’on peut émettre est que les
8 jours de culture n’ont pas épuisé les 1% de bagasse.

La figure II1.7 confirment 'effet inducteur de 'activité xylanase plus élevé du xylane, ceci
revient au fait que c’est le substrat direct de cette activité. On note aussi que les niveaux de
production de la B-glucosidase en présence de la bagasse sont équivalents a ceux obtenus avec le
xylane (figure II1.8). Pour la bagasse comme pour le xylane, le maximum d’activité xylanase est

eme

atteint au 7™ jour.

b) Eflet de la granulométrie de la bagasse de canne a sucre
Afin de déterminer leffet de la texture de la bagasse sur ses capacités inductrices
d’expression des enzymes, la bagasse a été broyée puis tamisée en deux granulométries : une fine et
une grossiere dont les tailles des particules sont respectivement de 'ordre de 0,5 mm et 0,5 cm. La
souche AX4 a été cultivée en milieu liquide en présence de chacune des deux fractions de la
bagasse, les cinétiques de production des activités xylanase et B-glucosidase en fonction du temps

de culture, ont été déterminées et sont représentées dans la figure I1I1.9.
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Figure II1.9. Lffet de la granulométrie de la bagasse sur la production des actvités xylanase et p-glucosidase
par la souche AX4 cultivée en milieu hiquide en présence de bagasse de la canne a sucre

La granulométrie semble ne pas avoir un effet significatif sur le taux de production des
activités enzymatiques. Cependant, travailler a granulométrie fine permet d’avoir une cinétique de
production de xylanase plus rapide durant les premiers jours de culture (2™- 4™ jour). Le taux de

eme

production étant pratiquement le méme au bout du 6™ jour, il serait donc plus judicieux d’utiliser
directement la bagasse sans broyage. Une légere amélioration par la fine granulométrie de la

bagasse est observée pour I'activité B-glucosidase.

I 1.5.1.2. Fermentation en milieu solide (SSF)

La capacité inductrice de la bagasse de canne a sucre pour la production d’activités
xylanasiques par la souche AX4 a été testée en fermentation solide et a été comparée a d’autres
substrats lignocellulosiques plus utilisés : le son de blé et le son d’orge.

Les activités xylanases maximales correspondantes a chaque substrat utilisé ont été

déterminées et sont représentées dans la figure I11.10.
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Figure II1.10. Production dactvité xylanase par la souche AX4 cultivée en milieu de
fermentation solide en présence de plusieurs sources de carbone (bagasse de canne a sucre,
son de blé et son d’orge)

L’analyse de la figure I11.10 montre bien que la bagasse en fermentation solide a permis la
production d’une activité xylanase meilleure que celle obtenue en présence du son de blé et égale a
celle obtenue en milieu liquide et 1égerement mférieure a celle du son d’orge. Ceci est d’une tres
grande importance du fait que le son de blé a été pour longtemps utilisé comme substrat de choix
pour la production de xylanase et son pouvoir inducteur a été bien reconnu. Ce résultat est tres
mtéressant et montre bien que la bagasse peut étre utilisée en fermentation solide pour la
production de xylanase. Cette nouvelle voie de transformation offre une possibilité mntéressante

pour mieux valoriser la bagasse.

I 1.5.2. Etude de la cinétique de production d’enzvimes par la souche RutC30 cultivée en
présence de la bagasse de canne a sucre

Les cinétiques de production d’enzymes par la souche RutC30 cultivée en milieu liquide en
présence de la bagasse de canne a sucre a différentes concentration (2, 3 et 4%) ont été
déterminées et ont été comparées a celles des cultures en présence de cellulose, de xylane et de
son de blé (@ 2%). Les résultats illustrés dans les figures III.11, III.12, III.13 et III.14
correspondantes respectivement a la production d’activités B-glucosidase, xylanase, CMCase et

cellulases totales confirment ceux déja obtenus (figures I11.3, I11.4 et I11.5).
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Figure II1.11. Effet de la source de carbone sur la cinétique de production des activités
PNPGases (exprimées en Ul/ml) par la souche RutC30 cultivée en milieu hquide en
présence de plusieurs sources de carbone (bagasse de canne a sucre, son de blé (SB),
xylane, cellulose d’Avicel).
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Figure II1.12. Effet de la source de carbone sur la cinétique de production des activités
xvlanases (exprimées en Ul/ml) par la souche RutC30 cultivée en milieu liquide en
présence de plusieurs sources de carbone (bagasse de canne a sucre, son de blé (SB),
xviane, cellulose d’Avicel).
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Figure I11.13. Eflet de Ia source de carbone (bagasse de canne a sucre, cellulose d’avicel et
xylane de bouleau) sur la cinétique de production des activités CMCases (exprimées en
Ul/ml) par la souche RutC30 cultivée en milieu hquide.
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Figure I11.14. Effet de la source de carbone (bagasse de canne a sucre, cellulose d’avicel et
xylane de bouleau) sur la cinétique de production des activités cellulases totales ou ptf
(exprimées en Ul/ml) par la souche RutC30 cultivée en milieu liquide.
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L’analyse de la figure III.11 montre que l'activité¢ P-glucosidase est toujours fortement
induite par la bagasse avec un maximum de 0,3 Ul/ml obtenu dans le cas de I'utilisation de la
bagasse a 3% et qui est égale au niveau d’induction du son de blé. Le pouvoir inducteur de la
bagasse dans le cas de RutC30 dépasse méme celui du xylane et de la cellulose.

La figure III.12 représentant les cinétiques de production des xylanases montre que la
bagasse induit la libération de xylanase avec un taux maximal de 8 Ul/ml correspondant a une
concentration de 3% de la bagasse. La production de xylanase dans ce cas est inférieure a celle
obtenue dans le cas de son de blé, du xylane et de la cellulose.

Les figures II1.13 et III.14 confirment le faible pouvoir inducteur de cellulases par la

bagasse.

I 1.5.53. Conclusion

Le pouvoir inducteur de la bagasse a été mis en évidence. Il a été trouvé variable suivant
I'enzyme étudiée.

La fermentation en milieu liquide a en effet montré le grand pouvoir inducteur de la
bagasse vis a vis de la production de la béta-glucosidase et ceci est valable pour les deux souches
utilisées. Ce résultat a été aussi conforté par I'étude d’une troisieme souche appartenant a un
troisieme genre (la souche A19 de Stachvbotrys microspora, Amouri et Gargouri, 2006) qui  a
également montré de grandes aptitudes a produire les activités B-glucosidase sur bagasse (résultats
non montrés icl).

Du point de vue pouvoir d’induction de xylanase, la souche AX4 a permis d’atteindre des
niveaux comparables a ceux obtenus en présence de son de blé alors que la souche RutC30 a
généré des taux plus faibles. Le xylane étant le substrat modele des xylanases a permis d’indure la
plus forte production de ces dernieres.

Les activités cellulases étaient faibles en présence de la bagasse pour les deux souches
étudiées, avec une production des activités CMCases et pf nettement supérieures dans la souche
RutC30.

Un résultat prometteur a été mis en évidence en cas de fermentation solide de la bagasse.
Les niveaux d’induction de xylanases étaient largement supérieurs a ceux obtenus en cas

d’utilisation du son de blé.
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I11.2. Enzymes utilisées

Les enzymes utilisées sont d’'une part une endo-xylanase de Bacillus xylanolyvticus purifiée
par I’équipe INRA de 'UMR FARE (appelée xylanase INRA) et un surnageant de culture d’
Humicola msolens fourni par la Société Roquette Freres contenant une endo-xylanase (appelée
xylanase Roquette) ainsi qu'un surnageant de 7richoderma Reeser, fourn également par Roquette

(appelé béta-xylosidase).

112 1. Caractérisation de la xylanase INRA

L2 1. 1. Etude de la cinétique de la xylanase INRA sur substrat modéle

L’étude de la cinétique enzymatique de I'endo-xylanase purifiée (xylanase INRA) a été
réalisée en la faisant agir sur son substrat modele qui est le xylane soluble de bouleau. La vitesse
mitiale de 'enzyme correspondant a son activité maximale a été suivie a des mtervalles de temps
réguliers (toutes les 2 minutes) et sur les 20 premieres minutes de réaction enzymatique. Les
conditions permettant la détermination de la vitesse mitiale de la réaction enzymatique
correspondent a un niveau de faible degré de transformation du substrat (peu de produits libérés).
En pratique, on mtroduit un large exces de substrat pour de faibles quantités d’enzyme ; ce qui
correspond a un rapport Enzyme/Substrat tres faible. La pente de la droite, donnant la quantité de
produit libérée en fonction du temps, est maximale et représente la vitesse mnitiale.

L’enzyme a été utihisée dans les conditions de son activité optimale : dans le tampon acétate
de sodium 50 mM pH 5,8 et a 60°C.

La détermination de lactivité enzymatique a été réalisée par mesure des teneurs en
extrémités réductrices libérées sous I'action de 'enzyme selon la méthode dérivée de celle de
Kidby et Davidson (1973).

L2 1.1.1. Détermination de la concentration optumale d’enzyme

Afin de déterminer les parametres cmétiques de la xylanase dans les conditions
Michaeliennes, 1l était nécessaire de déterminer la concentration en enzyme qui permet d’obtenir
une réponse linéaire de la vitesse nitiale en fonction de la concentration de 'enzyme. Dans ces

conditions, la vitesse de réaction dépend uniquement de la concentration en substrat.

L’hydrolyse a été réalisée avec une concentration saturante en substrat, soit 5 g/L. de volume

réactionnel et une concentration en enzyme allant de 0 a 0,5 Ul/ml de volume réactionnel.
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La figure III.15 représente I'évolution de la vitesse mitiale de la réaction d’hydrolyse du

xylane de bouleau par la xylanase INRA en fonction de la concentration de 'enzyme.
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Figure II1.15. wvitesse intiale de hydrolyse du xylane de bouleau en fonction de la concentration

l'endo-xylanase purifiée (INRA)

D’apres cette expérience, nous avons choisi la concentration 0,05 Ul/ml comme étant
convenable pour que la cinétique soit du premier ordre et donc pour la détermination des
parametres cinétiques de 'enzyme. Cette valeur est en accord avec celle adoptée a 'UMR FARE
par (Benamrouche-Stitou, 2002),

M2 1.1.2. Détermination des constantes cinétiques de la xvlanase INRA

L’activité de la xylanase INRA a été déterminée en faisant varier la concentration du
substrat de 0 a 15 g/LL et a une concentration enzymatique fixe (0,05 Ul/ml). Pour chaque
concentration de substrat, Pactivité est mesurée en quantifiant les extrémités réductrices libérées a
des mtervalles de temps réguliers (toutes les 2 minutes). Les parametres cinétiques, constante de
Michaelis (Kv) en g/L et la vitesse mitiale maximale (Vv) en pg/ml.min, sont obtenus selon la
méthode des doubles mverses (Lineweaver-Burk) représentant 1/Vi = { (1/[S]). La représentation
permet 'obtention d’une droite dont I'équation est de la forme y=ax+b avec Km= a/b et Vimm=1/b.

La figure III.16 représente I’évolution de la wvitesse mitiale de la réaction d’hydrolyse du

xylane de bouleau par la xylanase INRA en fonction de la concentration en substrat (a) amnsi que la
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représentation de Lineweaver-Burk correspondante (b) et a partir de laquelle nous avons

déterminé les parametres cinétiques.
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Figure II1.16. Evolution de la vitessse intiale de la xylanase purifiée (INRA) en fonction de la concentration

de substrat (a) et représentation de Lineweaver-Burk correspondante (b)

Les parametres cinétiques de la xylanase (I/VNRA) purifiée agissant sur le xylane soluble de

bouleau ainsi obtenus, sont donnés dans le tableau I11.4 :

Tableau III.4. Paramétres cinétiques de la xylanase purifiée (INRA) sur le xlane de bouleau a 60°C

Vm (ug/ml.min)

13,623

Km (g/L)

1,096

Au cours de cette étude nous avons décelé une instabilité de activité enzymatique de la

xylanase INRA étudiée. En effet, nous avons observé que l'enzyme diluée (100 fois) perd

énormément de son activité en fonction du temps (70% de son activité au bout de 10 jours) méme

quand elle est conservée a 4°C. Cette perte d’activité est rapide et peut se faire dés les premieres

heures de sa préparation (figure II1.17).
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Figure II1.17. Evolution de la vitesse imtiale de la xylanase (INRA) purifiée
diluée 100 fois sur une période de 10 jours d’incubation a 4°C

A la lumiere de ces résultats et afin de pallier la perte d’activité enzymatique, nous avons

opté pour la préparation de la dilution de I'enzyme juste avant son utilisation.

L2 1.2 Effet de certamns additifs dépresseurs de [lactivité de ['eau sur lactivité
enzymatique

La xylanase de 'INRA, bien que tres active sur du xylane de bouleau pur, s’est avérée
mstable dans le temps. Pour remédier a cette instabilité, nous avons pensé que 'ajout d’additif
solvactivateur (Mejr1 et Mathlouthi (2001) pouvait stabiliser cette activité et nous assurer une
utilisation de cette enzyme reproductible dans le temps. Les additifs généralement utilisés pour
conserver les enzymes sont des sucres, des polyols ou le glycérol.

Nous avons utilisé le glycérol et le sorbitol comme additifs pouvant améliorer la stabilité de
lacuvité enzymatique. En effet, le role activateur des sucres et des polyols a été rapporté par
plusieurs travaux. En particulier, Mejri et Mathlouthi (2001) et Mejri ef al. (1998) ont montré que
le glycérol et le sorbitol agissent comme solvactivateur ou solvinhibiteur suivant la concentration
dans certaines réactions enzymatiques. Cet effet dépend fortement de leurs concentrations dans le
milieu et a chaque additif correspond une concentration seuil qui elle méme varie avec ’enzyme
étudiée.

Nous avons d’abord vérifié que le glycérol et le sorbitol a faible concentration n’ont pas
d’effet inhibiteur significatif sur lactivité de la xylanase de I'INRA. Par la suite, différentes

concentrations de sorbitol et de glycérol permettant d’atteindre des activités d’eau faibles simulant
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un milieu réactionnel trés concentré (milieu pateux) ont été choisies a partir de la littérature (Ninni

et al, 2000) (Table IIL.5).

Tableau IIL5. Concentrations du glvcérol et du sorbitol utilisées et les activités d'eau
correspondantes (Ninni et al., 2000)

Aw [Sorbitol] (9% m/m) [Glycérol] (9% m/m)
0,95 34,78 20
0,92 44,68 30
0,87 54,66 40
0,8 65,57 50

Le sorbitol et le glycérol ayant des propriétés différentes (poids moléculaire, interactions
’ coC, N .
avec I'eau et nombre de groupements hydroxyles différents). Pour une méme concentration, ces
deux polyols n’induisent pas le méme effet dépresseur d’activité d’eau.
Les résultats obtenus sont représentés dans la figure II1.18 qui montre I'évolution de
Iactvité enzymatique relative (déterminée par rapport a son activité au milieu tampon sans I'ajout

de l'additif) en fonction de aw.
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de l'aw et en présence de polvols.
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Ces résultats montrent que quelque soit le polyol, 'activité enzymatique augmente en
fonction de T'activité de I'eau du milieu réactionnel, mais reste inférieure a celle sans additf. Il
existe un léger écart entre la baisse d’actvité en présence du glycérol et celle en présence du
sorbitol qui pourrait s’expliquer par la nature de 'additif (son poids moléculaire, le nombre de
groupements hydroxyles et les interactions avec 1’eau) ainsi que par la différence de la viscosité du
milieu. En effet, pour une méme awles deux polyols ne contribuent pas a la méme viscosité du fait
de la différence de leurs concentrations. Les mesures de la viscosité des solutions de glycérol et du

sorbitol sont données dans le tableau I11.6.

Tableau IIL6. Viscosités correspondantes aux difiérentes concentrations des polvols utilisés

SORBITOL GLYCEROL
Concentration (% my/m) Viscosité (mPa.s) Concentration (% mym) Viscosité (mbPa.s)
34,78 5,98 20 1,70
44,68 13,39 30 2,30
54,66 30 40 3,55
65,57 51 50 6,66

o Lifet des polyols étudiés sur la stabilité de lactivité enzymatique

Dans le but d’étudier leffet stabilisateur possible des polyols utilisés, la xylanase INRA
diluée 100 fois a été incubée a température ambiante dans des solutions de sorbitol et de glycérol a
30%. L’actvité xylanolytique a été par la suite mesurée a des temps d’incubation différents. Les
résultats obtenus ont été exprimés en termes d’activité relative correspondante au rapport de
I'activité mesurée sur activité mitiale et sont représentés dans la figure II1.19.

L’allure de la courbe représentant 'activité relative de I'enzyme en présence du sorbitol est
comparable a celle de 'enzyme seule. Ceci permet de conclure que le sorbitol n’améliore pas la
stabilit¢ de la xylanase INRA, alors que le glycérol a permis une stabilisation de D'activité
enzymatique sur I'intervalle de temps étudié (figure II1.19). Une augmentation de 'activité relative
de 'enzyme en présence du glycérol a été également observée. En effet, 'enzyme garde une activité
supérieure a celle observée sans additif (activité relative>1) pendant les 5 premieres heures
d’incubation. Cette 1égere augmentation de l'activité peut étre associée a un effet activateur du
glycérol. Cependant, 'apport de cette activation est annulé par la tendance de I'enzyme diluée a

perdre une partie de son activité au cours du temps.
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Figure II1.19. Erude de la stabilité de la xylanase en fonction du temps d’mcubation a température
ambiante et en présence de plusieurs additifs (avec E: enzyme, T : tampon, G : glycérol, S :
sorbitol).

L’enzyme étant tres active (pouvant aller jusqu’au 1000 Ul/ml) apport de I'activation par le
glycérol durant les premieres heures d’incubation peut étre néglgé. Sur le plan mdustriel, 1l est
donc préférable de travailler avec 'enzyme seule pour éviter une éventuelle étape d’élimination du

glycérol.

II1.2.2. Hydrolyse de la bagasse de canne 4 sucre par la xylanase purifiée (INRA)

L2 2 1. Effet de la granulométrie de la bagasse sur fa xyvlanase INRA

Le tamisage de la bagasse broyée a permis de séparer différentes fractions de plusieurs
granulométries comprises entre celles inférieures a 0,1 mm et celles qui sont supérieurs a 0,8 mm.
Ces différentes fractions ont été hydrolysées par la xylanase INRA a 10 Ul/ml. Les hydrolysats
obtenus ont été analysés par la méthode au phénol sulfurique, les rendements de I’hydrolyse

obtenus en fonction de chaque granulométrie sont présentés dans la figure I11.20.
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Figure III 20. Effet de la granulométrie sur le rendement de [Ihydrolyse
enzymatique de la bagasse de canne a sucre par une endoxylanase purifiée.

Le rendement le plus élevé est obtenu pour une granulométrie entre 0,2-0,3 mm. La
fraction ayant une granulométrie supérieure a 0,8 mm est la plus difhicile a hydrolyser. Du fait de
I'intérét industriel de ce travail nous avons choisi de réaliser I'étude de I'hydrolyse enzymatique de

la bagasse sur tout le lot (toutes les fractions) obtenues apres broyage.

1222 Nature des produits d’hydrolyse

Les produits d’hydrolyse de la bagasse de canne a sucre par la xylanase purifiée (INRA)
(10UI/ml) pendant 24 heures ont été analysés par Chromatographie sur Couche Mince (fhigure
II1.21). Le chromatogramme obtenu révele la présence du xylose, xylobiose et du xylotriose
comme produits majoritaires.

L’action de la xylanase sur la bagasse de canne a sucre, comparée a d’autres substrats
lignocellulosiques (dréches de brasserie, rafles de mais) permet de libérer la méme nature de
produits d’hydrolyse (des xylooligosaccharides) apres 24 heures d’hydrolyse, ce qui est di au
méme mécanisme d’action de I'enzyme sur les xylanes des différents substrats lignocellulosiques.

Les xylohgosaccharides de DP2 a 4 sont les produits finaux de la réaction enzymatique.
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Figure II1.21. Chromatographie sur couche mince de hydrolysat de la
bagasse de canne a sucre obtenu par hydrolyse enzymatique par la xylanase
de Bacillus xylanilyticus
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Figure II1.22. Chromatographie sur couche mince des hydrolysats de
bagasse de canne a sucre (B), de dréches de brasserie (DB) et de rafles de
mais (RM) obtenus par hydrolyse enzymatique par la xylanase de Bacillus
xvianilyticus avec et sans délignification.
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La présence de xylose dans les chromatogrammes correspondant aux hydrolysats des
différents matériaux lignocellulosiques et sa disparition dans les hydrolysats correspondant a ces
substrats déhgnifiés (Figure II1.22) permet de suggérer que sa libération pourrait étre due a la
présence d’activité B-xylosidase endogene dans ces substrats particulierement dans la bagasse de
canne a sucre. Le traitement a 'ammoniaque permettrait I'mactivation de cette activité ce qui
expliquerait la diminution de I'intensité des bandes correspondant au xylose. La présence de traces
de xylose dans les chromatogrammes des substrats délignifiés permet aussi de suggérer que
I’enzyme peut libérer le xylose a partir de xyloolhigosaccharides issus de I’hydrolyse et non pas
directement de la bagasse (c’est le cas aussi pour les autres substrats lignocellulosiques). Le méme
phénomene a été observé par Zilliox et Debeire (1998) pour la paille de blé chauffée a 100°C
pendant 10 min avant son hydrolyse par cette xylanase, les auteurs ont obtenu des
xylooligosaccharides DP2 a 4 comme produits finaux de réaction, avec une faible quantité¢ de
xylose, ce qui leur a permis de suggérer la présence d’une activité B-xylosidase dans la paille de blé
responsable de la libération du xylose a partir des xylooligosaccharides hydrolysés.

Nous avons donc procédé a un autoclavage (121°C pendant lheure) de la bagasse avant de
I’hydrolyser par voie enzymatique afin de stériliser la bagasse et inactiver toute activité enzymatique

qui peut se superposer a I'activité étudiée.

L2 23, Effet de la concentration de 'enzvme sur le rendement de 'hvdrolvse de la
bagasse de canne a sucre

La bagasse autoclavée (20 g/I) a été hydrolysée par la xylanase INRA a différentes
concentrations allant de 1,4 a 14 Ul/ml de volume réactionnel. Le choix de ces concentrations a
été basé sur des travaux antérieurs de Zilliox (1996) réalisés sur I’hydrolyse de la paille de blé par la
méme xylanase. L’auteur a montré qu’une concentration de 14UI/ml était suffisante pour atteindre
un rendement d’hydrolyse maximal. Nous avons fait le choix de travailler dans les mémes
conditions du fait de la composition de la bagasse treés semblable a celle de la paille de blé.

Nous avons testé une autre concentration de 86,86 Ul/ml pour s’assurer d’avoir atteint un
rendement maximal d’hydrolyse.

Pour chaque concentration d’enzyme étudiée, les hydrolysats obtenus ont été analysés par

HPLC et par la méthode au phénol sulfurique.
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12235 1. Analvse des hydrolysats par la méthode au phénol sulfurique

La figure II1.23 représente I’évolution en fonction du temps de la concentration des sucres
totaux en fonction du temps d’hydrolyse de la bagasse pour les différentes concentrations

enzymatiques.
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Figure III. 23. Cinétiques dhydrolyse de la bagasse de canne a sucre par la xylanase
purifiée en fonction de temps d’incubation (h). La concentration en substrat est constante
(20g/1) et la concentration en enzyme varie entre 1,4 et 86,86 Ul/ml La réaction
enzymatique a licu a 60C° pendant 24 heures.

La concentration en sucres totaux obtenue pour des concentrations d’enzyme entre 1,4 et
14 UI/ml était relativement faible. L’ utilisation de la concentration de 86,86 Ul/ml a permis d’avoir
des concentrations en sucres totaux largement supérieures a celles obtenues par 14 Ul/ml. La
libération des sucres totaux suit une cinétique rapide durant les 3 premieres heures de réaction
enzymatique suivie d’un ralentissement des vitesses d’hydrolyse. Un temps de 24 heures n’a pas

permis d’atteindre le maximum d’hydrolyse.

12232 Analvse par HPLC

L’analyse par HPLC des hydrolysats enzymatiques nous a permis de déterminer le
rendement de '’hydrolyse des arabinoxylanes de la bagasse par la xylanase INRA. Les rendements

obtenus pour chacune des concentrations d’enzyme étudiées sont représentés dans la figure 111.24.
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Figure II1.24. Cinétiques d'hydrolyse des arabinoxylanes de la bagasse de canne a sucre par

la xylanase purifiée (exprimé en 9% darabmoxylane dégradé par rapport a la quantité

d’arabinoxylanes présents dans le substrat) en fonction de temps d’incubation (analyse

réalisée par HPLC)

Un maximum de rendement d’hydrolyse de 10% a été atteint avec la concentration
enzymatique de 86,86 Ul/ml de volume réactionnel. Ce rendement est faible et montre bien la
difficulté de la xylanase INRA a agir sur la paroi lignocellulosique de la bagasse de canne a sucre.

Un prétraitement de cette derniere serait donc indispensable afin d’améliorer la susceptibilité de la

bagasse a I’hydrolyse enzymatique par cette xylanase.

II1.2.2 4. Effet de la délignification sur Uhvdrolyse enzymatique

L’efficacité de I'hydrolyse de la bagasse de canne a sucre par la xylanase purifiée a été
comparée a d’autres substrats lignocellulosiques : les rafles de mais et les dréches de brasserie, et
Peffet de la délignification sur les rendements de I’hydrolyse a été déterminée. La délignification a
été réalisée par traitement a 'ammoniaque a température ambiante. Les réactions d’hydrolyse
enzymatique des différents substrats non traités et déhignifiés (20 g/I) ont lieu pendant 24 heures a
60°C avec une concentration enzymatique de 20 Ul/ml volume réactionnel. La quantification des
sucres totaux des hydrolysats obtenus a été réalisée par la méthode au phénol sulfurique. Les

rendements, exprimés en % d’arabinoxylanes dégradés par rapport a la quantité d’arabmoxylanes
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présents dans le substrat avec et sans délignification, ont été calculés et sont donnés dans la figure

II1.25.
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W non traité

W délignifié
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sucre

Figure IIL.25. Effet de la délignification sur le rendement d’hydrolyvse, par la xylanase

purtfiée, des arabmoxylanes de la bagasse de canne a sucré comparé a dautres substrats

lignocellulosique (rafles de mais et dréches de brasserie. La réaction enzymatique a lieu
pendant 24 heures a 60°C et a une concentration en substrat de 20 g/L. Résultats de
lanalyse par la méthode au phénol sulfurique.

La délignificaion améliore nettement Iefficacit¢é de TI’hydrolyse des substrats
lignocellulosiques par la xylanase purifiée. Cet effet est tres spectaculaire dans le cas de la bagasse
de canne a sucre. En effet, la délhignification a permis d’augmenter d’un facteur 4 le rendement de
I’hydrolyse (de 12 a 48,61%).

La présence de lignine dans le matériel lignocellulosique semble étre un facteur limitant
I'action de la xylanase INRA. Cette limitation de I'hydrolyse enzymatique par la présence de lignine
est un phénomene couramment décrit et qui a engendré beaucoup d’études sur les prétraitements
de substrats hignocellulosiques. Les travaux de Rémond-Zilliox (1996) ont suggéré d’une part que
les lignines pouvaient jouer un réle important dans les phénomenes de fixation non spécifique de
la xylanase, et d’autre part, que les lignines semblaient ralentir la pénétration de la xylanase dans les
parois végétales. Les laisons covalentes existantes entre les lignines et les xylanes sont susceptibles
d’empécher ou de Iimiter 'action hydrolytique de la xylanase en ne permettant pas la hibération
d’oligosaccharides liés de facon covalente a d’autres composés pariétaux dans le milieu réactionnel

ce qui induit une baisse du rendement d’hydrolyse.
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L2250, Desré de pureté en xviose des hvdrolyvsats de bagasse obtenus par la xvlanase
INRA

Les hydrolysats enzymatiques obtenus a partir de la bagasse sous I'action de la xylanase
INRA ont été analysés par HPLC. La composition monomérique en sucres autres que le xylose a
été déterminée. Les variations des concentrations de xylose, arabinose, glucose et de galactose dans
le milieu réactionnel en fonction du temps de I’hydrolyse par la xylanase purifiée (INRA) a la

concentration de 86,86 Ul/ml sont représentées dans la figure 111.26.
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Figure I11.26. Evolution de la composition des hydrolysats de bagasse obtenus par hydrolyse
enzymatique par la xylanase purifiée (@ 86,80 Ul/ml pendant 24h), (Analyse réalisée par
HPLO).

La figure II1.26 montre la présence de faibles quantités de glucose, d’arabinose et de
galactose dans milieu réactionnel en plus du xylose. I’enzyme étant purifiée et caractérisée, elle ne
posseéde pas d’activité enzymatique autre que la xylanolyse. La libération de sucre a partir de la
bagasse de canne a sucre pourrait étre due a l'effet de la chaleur a 60°C pendant 24 heures. Ce
phénomene a été observé par Rémond-Zilliox (1998) qui a observé le largage de sucre par la paille

de blé en solution a 60°C en absence d’enzyme.
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Le degré de pureté en xylose des hydrolysats enzymatiques est défini comme étant le
rapport entre la concentration du xylose et la somme des sucres totaux présents. Il a été calculé
pour chacune des concentrations de la xylanase utilisée et les valeurs ainsi calculées sont

représentées dans la figure I11.27.
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Figure I11.27. Degré de pureté (en %) des hydrolysats de bagasse de canne a sucre
obtenus par hydrolyse enzymatique (24 heures) par la xylanase INRA a
différentes concentrations (en Ul/ml de volume réactionnel)

Les degrés de pureté en xylose des hydrolysats obtenus par hydrolyse de la bagasse de
canne a sucre catalysée par la xylanase INRA sont de 'ordre de 50%, ceci malgré 'utilisation d’une

xylanase purifiée. Ces degrés de pureté sont la conséquence directe des faibles rendements de

I’hydrolyse.

II1.2.3. Hydrolyse de la bagasse de canne 4 sucre par le surnageant de culture d’Humicola
Insolens (xylanase Roquette)

M2 3.1. Effet de la concentration de l'enzyvime sur le rendement de 'hvdrolvse de la

bagasse

L’action de la xylanase Roquette a été testée sur la bagasse de canne a sucre autoclavée.
L’hydrolyse a été réalisée a 60°C pH 5 et a différentes concentrations enzymatiques allant de 4,12 a
100 Ul/ml volume réactionnel. La concentration de la bagasse a été maintenue fixe a 20 g/L.. La
réaction enzymatique a été suivie sur 24 heures, et a des mtervalles de temps différents des

aliquotes ont été prélevés du milieu réactionnel. I’arrét de la réaction se fait en portant les
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prélevements a 100°C pendant 5 min. Apres centrifugation (@ 20 000 g pendant 15 min) la

composition en sucres des hydrolysats obtenus a été analysée par la méthode au phénol sulfurique

et par HPLC.

L2353 1. 1. Analvse des sucres totaux par la méthode au phénol sulfurique

La quantité des sucres totaux libérés dans le milieu réactionnel sous I'action du surnageant
enzymatique analysé a été déterminée par la méthode au phénol sulfurique. La variation de la

concentration des sucres totaux libérés en fonction du temps de réaction enzymatique est présentée

dans la figure I11.28.
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Figure II1.28. Cinétique d'hydrolyse de la bagasse de canne a sucre par la xvlanase
Roquette i différentes concentrations. La concentration en substrat est constante
(209/]) et la concentration en enzyme varie entre 4,12 et 86,86 Ul/ml.

Une concentration de l'ordre de 86 Ul/ml semble étre suffisante pour atteindre le
maximum de libération des sucres totaux, lmite au dela de laquelle, 'augmentation de la

concentration enzymatique ne semble pas imfluer le taux d’hydrolyse.

L2 3.1.2. Analvse par HPLC

L’analyse par HPLC des hydrolysats enzymatiques de la bagasse obtenus sous 'action du
surnageant de culture (xylanase Roquette) a 60°C nous a permis de déterminer la composition en

sucres monomériques des hydrolysats. Les rendements de I’hydrolyse enzymatique exprimés en %
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d’arabinoxylanes dégradés par rapport a la quantité d’arabinoxylanes présents dans la bagasse, ont

été déterminés et sont représentés en fonction du temps dans la figure 111.29.
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Figure 111.29. Cinétiques d'hydrolyse des arabinoxylanes de la bagasse de canne a
sucre par la xylanase Roquette exprimé en % d arabinoxylane dégradé par rapport a
la quantité darabmoxylanes présents dans le substrat) en fonction du temps
d’mcubation.

La figure II1.29 montre I'évolution des rendements de I’hydrolyse des arabinoxylanes de la
bagasse de canne a sucre par le surnageant xylanolytique en fonction du temps. L’hydrolyse est
rapide durant les 3 premieres heures suivie d’un ralentissement des vitesses d’hydrolyse. Un temps
de 24 heures n’a pas permis d’atteindre le maximum d’hydrolyse. Ceci est en cohérence avec les
résultats obtenus par analyse des sucres par la méthode au phénol sulfurique.

Le rendement maximal d’hydrolyse de la bagasse par la xylanase Roquette est de 62,37%. 1l
a été obtenu au bout de 24 heures d’hydrolyse par 100UI/ml. Les 86 Ul/ml ont permis d’avoir un
rendement de 53,09%.

Les rendements d’extraction des arabinoxylanes de la bagasse de canne a sucre obtenus par
la xylanase Roquette sont plus élevés que ceux obtenus en présence de la xylanase INRA, et
montrent bien la forte aptitude de ce surnageant de culture a hydrolyser des substrats
lignocellulosiques tel que la bagasse de canne a sucre. D’ot notre choix d’utilisation de la xylanase

Roquette dans le surnageant au lieu de la xylanase purifiée pour le reste de cette étude.
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L2352 Analvse des sucres autres que le xviose et degré de pureté des hyvdrolvsats de
bagasse obtenus par le surnageant de culture d’Humicola msolens

ML 2.3.2 1. Analvse des sucres autres que le xylose

L’analyse par HPLC des hydrolysats enzymatiques de la bagasse de canne a sucre nous a
permis également de déterminer la composition monomérique de ces hydrolysats en sucres autres
que le xylose. Les variations de la composition monomérique en glucose, arabinose et galactose des
hydrolysats de bagasse obtenus par trois concentrations enzymatiques (4,12 - 41,4 et 100 Ul/ml)
sont représentées, respectivement, dans les figures I111.30, II1.31 et I11.32.

La figure II1.30 montre la libération de glucose dans le milieu réactionnel par hydrolyse de
la bagasse de canne a sucre catalysée par la xylanase de Roquette. La concentration du glucose
libérée est d’autant plus élevée que la concentration en enzyme est grande. La hibération de glucose
suit également une cinétique en fonction du temps d’incubation a 60°C. Ceci permet de suggérer la
présence d’activité cellulase dans le surnageant d’Humicola msolens. Cette activité semble étre
lente, d’'une part, par ce qu’il ne s’agit pas de I'activité majoritaire du surnageant enzymatique qui
est a activité xylanolytique prédominante. Et d’autre part, a cause des conditions expérimentales de

I’hydrolyse qui a été réalisé a pH 5 et a 60°C, conditions optimales de I'activité xylanase.
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Figure I11.30. Evolution de la concentration de glucose dans les hydrolysats de
bagasse de canne a sucre en fonction du temps de Fhyvdrolyse par le jus de
culture a différentes concentrations.
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La figure III.31 montre la présence de l'arabinose dans les hydrolysats enzymatiques. La
concentration de 'arabinose augmente en fonction du temps d’autant plus vite que la concentration
du surnageant enzymatique est élevée. Ceci permet également de suggérer la présence d’une

activité arabinofuranosidase en plus des activités xylanase et cellulase.
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Figure III.31. Evolution de la concentration de [larabinose dans les
hydrolysats de bagasse de canne a sucre en fonction du temps de hydrolyse
par le jus de culture a différentes concentrations

6
’ —-------‘
= ‘___..__--.._____.._
B o, s
= V
£ ’
L J
T 3
=
@
g’ TR RS 'y
S P
1 d
0 L!' ------ oo mmm .
0 5 10 15 20 25
Temps (h)
—=====412 Ul/ml -=--=- 41,4 U/ ml —mmam== 100 Uil

Figure II1.32. Concentration de galactose dans les hydrolysats de bagasse de
canne a sucre a diftérents temps de hydrolyse par le jus de culture a
différentes concentrations
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Une quantité relativement importante (usqu’a 5 g/I) de galactose a été détectée dans les
hydrolysats de bagasse obtenus par la xylanase Roquette comme le montre la figure I11.32.

La quantité de galactose est croissante en fonction de la concentration de 'enzyme utilisée ;
la varlation de la quantité de galactose en fonction du temps d’incubation est tres faible. Le
galactose ne provient pas donc de '’hydrolyse de la bagasse mais serait plutot apporté dans le milieu
réactionnel par le surnageant enzymatique.

La présence des activités enzymatiques annexes (cellulase et arabinofuranosidase) dans le
surnageant (xylanase Roquette) en plus de son activité xylanase principale pourrait expliquer la
capacité de ce jus a hydrolyser la fraction hémicellulosique de la bagasse de canne a sucre avec des
rendements importants. I’action synergique d’une cellulase et une arabinofuranosidase pourrait
améliorer I'accessibilité de la xylanase Roquette aux arabinoxylanes permettant une amélhoration
des rendements d’hydrolyse.

Compte tenu de la libération secondaire de sucres autres que le xylose (arabinose et glucose
en plus de la présence de galactose) par le surnageant il nous parait nécessaire de suivre le degré

de pureté en xylose des hydrolysats correspondants.

H1L2.3.2.2 Degré de pureté en xviose des hyvdrolvsats enzvimatiques

Les degrés de pureté en xylose des hydrolysats enzymatiques de bagasse obtenus apres 24
heures d’hydrolyse par le jus de culture a différentes concentrations ont été déterminés et sont

représentés dans la figure I11.33.
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Figure II1.33. Degré de pureté (en %) des hydrolysats de bagasse de canne a
sucre obtenus par hydrolvse enzymatique (24 heures) par le surnageant de
Roquette a différentes concentrations (en Ul/ml de volume réactionnel).
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Le degré de pureté maximal en xylose des hydrolysats enzymatiques est de 47%, il

correspond a la concentration d’enzyme qui donne le meilleur rendement d’hydrolyse (86,86

Ul/ml).

12 3.3, Effet de la concentration du substrat

L’étude de leffet de la concentration en substrat et donc du rapport liquide/solide sur
I’hydrolyse de la bagasse par la xylanase Roquette a été réalisée en faisant varier la concentration de
la bagasse de 10 a 20 g/L.. La concentration de ’enzyme a été maintenue constante 86,86 Ul/ml. La
réaction enzymatique a lieu a 60°C pendant 7 heures. Les hydrolysats ainsi obtenus ont été analysés
par HPLC.

La figure II1.34 (a) représente la variation du rendement de I’hydrolyse exprimé en
pourcent d’arabinoxylanes dégradés par rapport a la quantité d’arabinoxylanes présents dans le
substrat.

La figure I11.34 (b) correspond a la variation de la concentration des xylanes en équivalent

xylose solubilisée dans les hydrolysats obtenus.
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Figure. I11.34. Effet de la concentration du substrat sur 'hydrolyse enzymatique de la bagasse de canne a
sucre par la xylanase Roquette : (a) variation du rendement d’hydrolyse ; (b) variation de la concentration
de xylanes solubilisés
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Le rendement de I'hydrolyse enzymatique diminue en fonction de la concentration du
substrat, c’est a dire du rapport iquide/solide avec une stabilisation (d’environ 13%) a partir de
30g/L. de concentration en bagasse. Cette diminution du rendement avec la diminution du rapport
liquide /solide pourrait s’expliquer par la concentration du milieu réactionnel rendant la viscosité
plus élevée et la mobilité de I'eau plus faible, ce qui pourrait avoir un effet inhibiteur de 'action de
I’enzyme sur son substrat. En effet, le bon fonctionnement des enzymes nécessite une mobilité
moléculaire suffisante des réactants (eau et substrat). Ce résultat permet de suggérer que malgré la
forte activité du surnageant enzymatique (xylanase Roquette) vis a vis du substrat lignocellulosique
complexe et insoluble, cette derniere semble étre sensible a la variation du niveau d’hydratation du
milieu réactionnel.

Les concentrations des hydrolysats en xylanes solubilisés (figure II1.34 (b)) augmentent en
fonction de la concentration du substrat. L’utilsation de concentrations élevées en substrat
lignocellulosique permet donc 'obtention des hydrolysats plus riches en sucres méme si cette
concentration ne correspond pas a un rendement maximal.

La stabilisation du rendement d’hydrolyse pour des concentrations de substrat comprises
entre 30 et 60% pourrait renseigner sur la capacité de 'enzyme a fonctionner dans des milieux
complexes peu hydratés. Ceci conforte donc I'intérét économique de l'utilisation du surnageant
(xylanase Roquette) qui autorise 'utilisation de concentrations élevés de bagasse en vue de sa
valorisation.

Pour vérifier cet avantage de la xylanase Roquette en milieu concentré, un essai d’hydrolyse

enzymatique de la bagasse de canne a sucre en milieu pateux dans un réacteur pilote sera effectué.

II12.5.4. Eftet de la délignification sur 'hvdrolvse de fa bagasse

L’hydrolyse de la bagasse déhignifiée catalysée par la xylanase Roquette a été comparée a
celle de la bagasse autoclavée L’hydrolyse a été réalisée a 60°C pendant 24 heures par une
concentration enzymatique de 86,86 Ul/ml et une concentration de substrat de 20 g/L.. Les
hydrolysats obtenus ont été analysés par la méthode au phénol sulfurique et les variations des

sucres totaux correspondantes sont représentées dans la figure I11.35.

118



Chapitre I1I-Résultats et discussion

6
-

-5 e
—IE ___—""—7_7
= e
= _ === e
g 3 ar".— T Lt B
0 !"r =TT
O ) |g e
E =’i'
2, ¥

0 5 10 15 20 25

Temps (h)
--¢-- Bagasse autoclavee --@-- Bagasse delignifiée

Figure I11.35. Effet de la délignification de la bagasse sur son hydrolyvse par
le jus de culture xylanolvtique (86,860 Ul/ml)

La quantité des sucres libérés a partir de la bagasse délignifiée (5,4 g/1) est nettement plus
mmportante que celle correspondante a la bagasse non délignifiée (3,3 g/L).

La délignification permet donc d’améliorer I’hydrolyse enzymatique de la bagasse par le
surnageant de culture étudié. Cette amélioration de lefficacité de I’hydrolyse est beaucoup plus

faible comparativement a celle trouvée dans le cas de la xylanase purifiée. L’action xylanolytique

globale de ce surnageant de culture ne semble pas tres sensible a la présence de lignine.

III.2.4. Hydrolyse enzymatique de Ila bagasse de canne 4 sucre en milieu piteux :
Installation pilote

Lefficacité de la xylanase Roquette a hydrolyser la bagasse en milieu pateux a été testée en
réacteur agitation-mélange a I’échelle pilote et a été comparée a celle de la xylanase INRA. Le suivi
des réactions a été réalisé par dosage chromatographique HPLC de la quantité d’équivalent xylose
solubilisée parallelement a la mesure du couple résistant (TAU (N.cm’) qui varie avec la
consistance du milieu réactionnel au cours du temps d’hydrolyse.

La concentration de la bagasse utilisée est de 150 g/L et les concentrations enzymatiques
sont : 90 Ul/g bagasse pour la xylanase INRA ; 90 Ul/g et 200 Ul/g bagasse pour la xylanase
Roquette. Ce choix de concentrations a été basé sur les propriétés rhéologiques du milieu pateux.
Les hydrolyses ont été réalisées pendant 24 heures et des prélevements ont été effectués a des

mtervalles de temps réguliers.
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Les résultats de 'analyse des rendements d’hydrolyse (%) et les valeurs relatives du couple
(couple milieu hydrolysé/couple mitial*100) ont été déterminées et sont présentés dans les figures

II1.36, II1.37 et II1.38.
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Figure II1.36. Suivi du rendement en équivalent xylose et % du couple
mitial (TAU) en fontion du temps de Fhydrolvse de la bagasse (150 g/1) par
la xylanase INRA
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Figure II1.38. Suivi du rendement en équivalent xylose et % du couple initial
(TAU) en fontion du temps de Ihydrolyse de la bagasse (150 g/l) par la
xylanase Roquette (200Ul/g bagasse)

L’analyse des figures I11.36, I11.37 et I11.38 montre que pour les deux enzymes étudiées un
méme rendement de xylose de 5% a été obtenu pour des concentrations enzymatiques égales a
90UI/g bagasse. Cependant, le jus enzymatique de Roquette induit une chute beaucoup plus
mmportante de la valeur relative du couple (68 % pour la xylanase Roquette et 28% pour la xylanase
INRA) due a la diminution de la consistance du milieu et qui peut étre associée a 'existence
d’autres activités enzymatiques dans le jus de Roquette (cellulase et arabiofuranosidase).

Le doublement de la concentration de la xylanase Roquette a permis de doubler le
rendement de xylose (figure I11.38). Cette corrélation linéaire et directement proportionnelle entre
la concentration d’enzyme et le rendement de xylose montre qu'on n’a pas encore atteint la
concentration optimale de I'enzyme. A cette concentration de 200 Ul/g bagasse la xylanase a
permis d’atteindre 12,2% de rendement d’hydrolyse. La variation relative du couple (TAU) est
aussl plus importante et atteint une valeur de 8 %. La présence d’activités enzymatiques annexes
pourrait améliorer 'accessibilité de la xylanase Roquette aux arabinoxylanes et donc de maximiser
le rendement de I‘hydrolyse.

L’hydrolyse en réacteur a donc montré la possibilité de faire agir la xylanase sur la bagasse

en milieu pateux. Le réacteur a permis de suivre ’hydrolyse enzymatique par mesure rhéologique.
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Des corrélations entre la variation de la viscosité et le rendement de I’hydrolyse en se basant sur les

différentes zones linéaires des courbes respectives peuvent étre mises en évidence.

II1.2.5. Conclusion

L’hydrolyse de la bagasse de canne a sucre par deux endoxylanases: une xylanase
bactérienne purifiée de Bacillus xylanilyticus et un surnagent de culture de souche fongique :
Humicola msolens, a activité xylanolytique prédominante, nous a permis de sélectionner le
surnageant de culture comme enzyme de choix vue sa forte activité sur la bagasse et 'obtention de
rendement important de ’hydrolyse des arabinoxylanes mn situ.

L’action du jus xylanolytique sur la bagasse de canne a sucre nous a permis des rendements
d’extraction des arabinoxylanes qui peuvent aller jusqu’a 62,37%. La présence d’autres activités
enzymatiques (cellulase et arabinofuranosidase) secondaires dans le surnageant de culture pourrait
étre responsable en partie de ce rendement. Ces activités sont responsables de la hibération des
sucres autres que le xylose (arabinose et glucose) qui affectent la pureté des hydrolysats en xylose
trouvée variant entre 31 et 479 suivant la concentration.

II1. 3. Traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre

II1.3.1. Détermination du maximum de xyvlose extractible : hyvdrolyse acide de Ia bagasse de
canne 4 sucre

Afin de déterminer la quantité de xylose potentiellement extractible a partir de la bagasse de
canne a sucre, nous avons procédé a une hydrolyse acide (avec 1% de H,SO4 et a 150°C). La
concentration de xylose maximale obtenue par traitement acide ainsi que les concentrations du
glucose d’autres sucres réducteurs libérés sont présentées dans la figure I1I. 39. La figure II1.40
présente également les concentrations d’arabinose et de galactose déterminé par HPLC.

Les résultats présentés dans la figure I11.39 montrent que le traitement acide de la bagasse a permis
de libérer un maximum de sucres réducteurs de 15.65 g/L,, dont 11 g/L xylose, ce qui correspond
a un rendement de 0.22 g xylose/g bagasse seche qui est équivalent a un rendement de 88% de
masse séche d’hémicellulose. Ce rendement maximal est obtenu au bout de 20 minutes de
traitement. Au dela de 20 minutes, plus le temps de traitement thermique augmente plus la
quantité de xylose diminue. Ceci pourrait s’expliquer par une dégradation progressive sous 'action
de T'acide et de la chaleur du xylose apres sa solubilisation. La méme figure montre qu’en plus du
xylose, du glucose (jusqu’a 2 g/L) et d’autres sucres réducteurs sont libérés lors de I’hydrolyse acide

de la bagasse. Parmi ces sucres, 1l y a I'arabinose et le galactose dont les concentrations ont été
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déterminées par HPLC (figure 111.40) et qui peuvent aller jusqu’a environ 1,6 g/I. d’arabinose et
0,41 g/L. de galactose. La concentration de ces sucres diminue pour des temps d’incubation de plus

en plus longs, ce qui pourrait étre du également a un phénomene de dégradation des sucres sous

Ieffet combiné de 'acide et la chaleur.

Concentration gL}
o=

Temps {mmn}

---O-- xylese --<-- glucose -—-&-- sucres réducteurs

Figure IIL.39. Evolution de la concentration du xylose, glucose et des sucres

réducteurs libérés a partir de la bagasse de canne a sucre par traitement
hydrothermique acide (H.50, 1% et 150°C)
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Figure I11.40. Varation en fonction du temps de larabinose (a) et le galactose (b)
libérés par traitement hydrothermique acide
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En plus de I'inconvénient des pertes en sucres par dégradation, un procédé d’extraction de
I’lhémicellulose au moyen de 'acide nécessite une étape de neutralisation du milieu réactionnel qui
peut également affecter le rendement de lextraction. D’ou la nécessité de T'utilisation d’un
traitement modéré comme le traitement hydrothermique qui n’utilise que I'eau comme réactif dans

les réactions d’autohydrolyse.

II1.3.2. Optimisation du traitement hydrothermique de la bagasse de canne 4 sucre

Le traitement hydrothermique de la bagasse a permis I'obtention de deux fractions : une
fraction soluble contenant les dérivés d’hémicellulose solubilisés et une fraction solide résiduelle de
la bagasse traitée.

L’étape d’optimisation du traitement hydrothermique a été réalisée en faisant varier le
temps et la température du traitement afin de sélectionner les conditions opératoires qui
permettent une meilleure solubilisation du xylane et 'obtention des hydrolysats avec le plus haut
possible de degré de pureté.

La biomasse de bagasse a été hydrothermiquement traitée a trois températures 150, 170 et
190°C pour différents temps de traitement. Chacune des fractions solubles obtenues a été analysée
par HPLC ahin de déterminer le pourcentage de sucres solubilisés. La coloration, les masses seches

ainsi que le degré de pureté en xylose de chaque fraction ont été déterminés.

HL3.2. 1. Evaluaton du taux de solubtlisation de la fraction hémicellulosique par analyse
HPLC (Dronex)

La figure I11.41 représente les résultats de I'analyse Dionex des hydrolysats pour les trois
températures étudiées.

On observe a 150°C un minimum d’extraction avec une solubilisation lente en fonction du
temps de traitement. Pour les deux autres températures (170°C et 190°C) on obtient un taux
d’extraction similaire. A 190°C la concentration en xylose diminue apres 2 heures de traitement.
Cette chute de concentration peut s’expliquer par une dégradation progressive des sucres
monomeres libérés a forte température. Nous avons fait le choix de la température 170°C comme

température optimale de traitement thermique.
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Figure II1.41. Analyse Dionex et Ia composition en xyviose des hydrolysats
obtenus par traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre

En termes de rendement (tableau II1.7), a 150°C le rendement maximal obtenu est de

22,696(MS)+0,22 contre 53,56%(MS)+0,22 obtenu a 190°C. Dans le cas de 170°C un rendement

maximal de 55% +0,22 (MS) a été atteint pour une durée de 4 heures de traitement alors que 2

heures ont suffi pour atteindre les 48,28%+0,22 de rendement d’extraction. D’ou le choix de 2

heures comme durée de traitement. En terme de consommation énergétique ce n’est pas rentable

d’ajouter 2 heures de traitement a 170°C pour récupérer seulement moins de 7% de solubilisation

supplémentaires.

Tableau II1.7. Rendements dextraction (exprimés en g/g bagasse et en % Masse séche mitiale) obtenue par
traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre a différentes températures de traitement.

Rendement (g/g bagasse) Rendement (% MS initiale)
Temps (h) 150°C 170°C 190°C 150°C 170°C 190°C
1 0.117 47 4
2 0.048 0.12 0.133 19.41 48.28 53.56
4 0.05 0.138 99.6 %)
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132 2 Détermmmation du degré de pureté des hvdrolvsats hvdrothermiques

1322 1. Détermination de la masse séche des hyvdrolysats

L’analyse de la masse seche des hydrolysats pour les trois températures étudiées sont

représentés dans la figure I11.42. Dans les trois graphiques nous avons représenté les masses seches

des hydrolysats ainsi que leurs concentrations en xylose. L’'interprétation des résultats se base sur

I'analyse des écarts qui existent entre la concentration en xylose et la concentration en la masse

seche de I'hydrolysat permettant de nous renseigner sur le taux d’impuretés.
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Figure I11.42. Variation de la masse séche et de la concentration en xylose des hydrolysats
obtenus en fonction du temps de traitement hydrothermique et a différentes

températures : 1

20°C (a), 170°C (b) et 190°C (c).
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On note que nous considérons impureté tout ce qui est solubilisé dans le milieu réactionnel
avec les dénvés du xylane tels que la lignine solubilisée, des sucres monomeres comme 'arabinose,
des acides féruliques et aussi les éventuels produits de dégradation du matériel solubilisé a partir de
la bagasse de canne a sucre.

Le traitement a 150°C est déja a élimier vue qu’il ne permet pas une bonne solubilisation
du xylane. Pour les deux autres températures 170 et 190°C on attemt presque le méme taux
d’extraction mais 'analyse des masse séche de chacun des hydrolysats montre que celle-ci est plus
mmportante dans le cas du traitement a 190°C d’ou une concentration en impuretés plus importante
a cette température comparativement a 170°C. Ceci peut se confirmer par 'analyse de la coloration

des hydrolysats.

HL3.222 Analvse des sucres autres que le xviose et degré de pureté des
hvdrolysats hydrothermigues

La figure II1.43 montre I'évolution de la teneur en sucres des différents hydrolysats
hydrothermiques (obtenus a 150, 170 et 190°C) autres que le xylose considérés comme étant des
mmpuretés : ((a) arabinose, (b) glucose et (c) galactose).

Ces résultats comparés a ceux obtenus par hydrolyse avec l'acide montrent que le
traitement hydrothermique libere des quantités d'impuretés moindres que celles obtenus par
traitement acide (2 g/I. glucose et 1,6 g/l. d’arabinose pour le traitement acide contre
respectivement, 0,6 et 0,8 g/l dans le cas du traitement hydrothermique). Ceci prouve la non
spécificité de I'’hydrolyse acide qui provoque la solubilisation concomitante des composés non
désirables a fortes concentrations. A I'échelle industrielle, 'ajout d’acide nécessiterait des procédés
de purification chromatographiques complexes et couteux pour obtenir le xylose pur.

Le traitement hydrothermique présente donc I'avantage de solubiliser des concentrations
moindres en sucres contaminants. A 170°C de faibles concentrations d’arabinose, glucose et de

galactose sont libérés confirmant le choix de cette température pour le traitement hydrothermique.
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Figure I11.43. Varation en fonction du temps de l'arabinose (a), glucose
(b) et le galactose (c) libérés par traiternent hydrothermique
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Le degré de pureté des hydrolysats correspond au rapport entre la concentration du xylose
a la concentration des sucres totaux libérés au cours du traitement. La variation de la valeur des
degrés de pureté en xylose des hydrolysats hydrothermiques obtenus dans les différentes

conditions opératoires étudiées est représentée dans la figure 111.44.
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Figure I11.44. Degrés de pureté des hydrolysats hydrothermiques de la bagasse de
canne a sucre obtenus a différentes températures (150, 170 et 190°C) et diflérents
mtervalles de temps

Le degré de pureté des hydrolysats hydrothermiques peut aller jusqu’a 78%. Cette pureté
est plus grande que celle obtenue par hydrolyse enzymatique ce qui nous permet de sélectionner le
traitement hydrothermique comme méthode de choix pour lextraction de la fraction
hémicellulosique de la bagasse de canne a sucre.

L’augmentation du degré de pureté dans les conditions du traitement les plus extrémes
pourrait s’expliquer par la dégradation des sucres. Le degré de pureté a lui seul ne permet pas de
sélectionner les conditions optimales du traitement, mais peut étre un parametre indicateur de la

pureté au niveau de la composition saccharidique.

HL3.2.2.35. Analvse de la coloration des hydrolysats

Les hydrolysats hydrothermiques obtenus sont troubles, sombres de couleur jaune a brun
et sont de plus en plus foncés en fonction de la sévérité du traitement. L'intensité de la coloration

nous permet d’avoir une idée sur la concentration en mmpuretés. En effet, la coloration des
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hydrolysats obtenus aux températures étudiées ainsi que de celle des hydrolysats correspondants au
traitement a I'acide ont été mesurées a 420 nm et sont illustrées dans la figure 111.45.
La figure II1.45 montre bien que la courbe qui représente la concentration d’impuretés en

fonction du temps du traitement thermique a 190°C est nettement supérieure a la courbe a 170°C.
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Figure II1.45. Varation en fonction du temps, de la coloration des
hydrolysats obtenus par traitements hydrothermique et acide (4 150°C)

Les pHs des hydrolysats obtenus par traitement hydrothermique et acide ont été mesurés et

représentés dans la figure I11.46.
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Figure 111.46. Varation du pH des hydrolysats hydrothermiques et
acide (@ 150°C) en fonction du temps de traitement
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Il existe donc une large différence entre les pHs des différents milieux réactionnels dans les
traitements acide et hydrothermique. En effet, ’hydrolyse acide est réalisé a des pHs tres faibles ne
dépassant pas 1,7. Tandis que les hydrolysats hydrothermiques présentent des pHs allant de 3,5 a
4,2. Ceci est en faveur de la technologie du traitement hydrothermique spécialement quand on
tient compte des problemes de corrosion des équipements dans les procédés acide a tres faible
pH.

Par ailleurs, le pH tres acide des hydrolysats acides diminuent I'intensité de la coloration,
donc cette derniere ne permet pas de renseigner d’'une facon exacte sur la concentration
d'impuretés dans ces hydrolysats acides. Un ajustement de pH de ces hydrolysats acides a un pH
équivalent a ceux des hydrolysats hydrothermiques aurait augmenté considérablement I'intensité de
leur coloration a 420nm, et reflété mieux le taux d'impuretés présents dans ces hydrolysats acides
et démontré mieux le large écart qui existe entre ces hydrolysats acides et les hydrolysats
hydrothermiques. Ce résultat nous permet de conclure que ’hydrolyse acide génere beaucoup plus
d'impuretés comparée a un traitement hydrothermique. Les hydrolysats hydrothermiques seront

donc plus faciles a fractionner et a purifier.

IIL.3.8. Caractérisation des sucres présents dans les hydrolysats hydrothermiques

II1.5.3. 1. Chromatographie sur couche mince

Le chromatogramme présenté dans la figure II1.47 présente les différentes bandes
correspondantes a '’hydrolysat obtenu par traitement hydrothermique de la bagasse de canne a
sucre dans les conditions opératoires sélectionnées (170°C/2heures) dilué 5 fois. Les résultats
montrent une large distribution du degré de polymérisation des produits libérés. La faible
résolution de séparation entre les bandes du chromatogramme pourrait étre attribuée a la présence
d’'une large vanété de sucres libérés dans les hydrolysats hydrothermiques allant du xylose,
xylobiose, xylotriose jusqu’aux longues chaines déposées au milieu de la bande d’élution sur la

plaque de silice et dont la séparation dépasse la sensibilité de cette technique.
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Figure I11.47. Chromatographie sur couche mince de
Lhydrolysat hydrothermique de Ia bagasse de canne a

sucre obtenu a 170°C/2h

Afin d’avorr plus d'informations sur la nature des oligosaccharides ainsi que des polymeres
solubilisés par traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre, nous avons procédé a
une analyse des hydrolysats hydrothermiques par Chromatographie d’Exclusion Stérique Haute
Performance.

II1.5.3.2. Chromatographie d exclusion de taille haute perforimance

Plusieurs hydrolysats hydrothermiques (4 répétiions) obtenus dans les conditions
opératoires de traitement sélectionnées ont été analysés par Chromatographie d’Exclusion Stérique
Haute Performance (HP-SEC) afin de caractériser la composition macromoléculaire des
hydrolysats. Les données calculées a partir des chromatogrammes (figure I11.48) obtenus sont
donnés dans le tableau II1.8.

Le tableau IILI.8 présente les résultats de I'analyse chromatographique a exclusion stérique
haute performance de quatre répétitions d’hydrolysat hydrothermique. L’analyse de I'indice de
polydispersité montre des valeurs proches de 1,5 pour les 4 échantillons, la composition de ces
derniers tend donc a étre homogene. La distribution des longueurs de chaine est donc faible avec

une population assez homogene. Ce résultat est cohérent du fait que la méthode d’hydrolyse
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hydrothermique adoptée permet majoritairement de libérer de longues chaines de xylane et peu de

xylose monomérique ou de courtes chaines.

L’hydrolysat (1) présente la plus forte polydispersité avec une valeur de 1,78 mais reste

relativement faible (inférieure a 2).
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Figure I11.48. Profils d’élution des hydrolysats hydrothermiques (4 répétitions) obtenus par
Chromatographie d’Exclusion Stérique Haute Performence (HP-SEC)
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Tableau IIL.8. Caractéristiques macromoléculaires des hydrolysats hydrothermiques (4 répétitions)
déterminées par Chromatographie d’Exclusion Stérique Haute Performance

Temps de rétention Mw (g/mol) Mn' (g/mol) P = Mw/Mn
(min)

(1) 26,202 4825 2697 1,789344

()] 26,215 3418 2156 1,585411

3 26,204 3416 2173 1,672338

(4) 26,176 4971 3297 1,5607685

" Mw : Masse moléculaire moyenne

) . .. .
Mn : masse moyenne des constituants de farble masse molaire

“ P: indice de polydispersité = Mw/Mn

L’analyse de la polydispersité montre donc la répétabilité du traitement hydrothermique.
L’analyse de la masse moléculaire moyenne (Mw) et de la masse moyenne des constituants de
faible masse molaire (Mn) confirme les conclusions tirées de I'analyse de la polydispersité. En effet
Mn donne une 1dée sur la composition en courtes chaines et Mw sur celle des longues chaines.
L’échantillon 1 présentant la différence la plus élevée entre son Mw et Mn d’ou l'indice de
polydispersité le plus élevé enregistré dans ce cas.

Les hydrolysats 2 et 3 présentent des Mn et des Mw presque égaux confirmant la
répétabilité du traitement.

Les temps de rétention sont, pour tous les échantillons analysés, de I'ordre de 26 minutes
confirmant la similitude de la composition des quatre hydrolysats et donc la répétabilité du

traitement thermique.

II1.3.4. Conclusion

Le traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre a 170°C pendant 2 heures

nous a permis d’atteindre des rendements d’extraction de xylose proches de ceux obtenus par un
traitement acide. Un traitement moins sévere a 150°C ou plus fort a 190°C présentent
respectivement les inconvénients de donner de faibles rendements de solubilisation ou de générer
des impuretés liées a la dégradation des sucres.

L’analyse par HPLC du xylose, la détermimation de la matiere seche et de degré de pureté
ainsi que la mesure de la coloration nous ont confirmé qu’une température de 170°C et une durée
de 2 heures de traitement sont optimales pour assurer une meilleure extraction de la fraction

hémicellulosique avec une pureté de 78%. La nouveauté apportée par nos résultats réside dans le
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fait qu'avec des conditions opérationnelles modérées on a pu assurer une bonne extraction de la

fraction hémicellulosique de la bagasse.

Cette partie du travail sera complétée par une hydrolyse enzymatique optimisée (par des
activités  endoxylanase et béta-xylosidase) afin de finaliser la conversion de la fraction
hémicellulosique de la bagasse solubilisée par traitement hydrothermique, en monomeres de

xylose.

I11.4. Saccharification enzymatique des hydrolysats hydrothermiques

Comme nous 'avons déja annoncé, 'objectif de cette partie du travail consiste a compléter
I’hydrolyse des fractions d’hémicellulose de la bagasse libérées par le traitement hydrothermique
Jusqu’a obtenir le xylose sous forme monomérique. La catalyse par I’endoxylanase va permettre de
réduire la taille des longues chaines de xylane et faciliter ainsi leur hydrolyse par la B-xylosidase
dont l'action sur les produits de ’hydrolyse de 'endoxylanase va permettre la libération de xylose a
partir de leurs extrémités réductrices.

La solubilisation des xylanes présents dans la bagasse n’est pas complete par le traitement
hydrothermique seul. Afin d’extraire le reste du xylane contenu dans le résidu solide de la bagasse
1ssue du traitement thermique, nous avons fait agir la xylanase et la P-xylosidase de Roquette
(surnageant) au cours de la méme réaction sur les deux fractions solide et liquide obtenues par
traitement hydrothermique. Nous appellerons milieu complet, 'ensemble de ces deux fractions.

Dans la premiere partie de I'étude (essais préhiminaires), les hydrolyses enzymatiques ont
été réalisées en faisant agir les deux enzymes (la xylanase et la B-xylosidase de Roquette) en méme
temps sur des milieux complets, sur le résidu solide de la bagasse traitée et aussi sur des fractions
solubles. Toutes les réactions d’hydrolyse enzymatique ont été réalisées dans les mémes conditions
expérimentales (température 55°C, pH 4,5 et temps d’hydrolyse 24 heures). Les concentrations de
I'endoxylanase et de la B-xylosidase sont 40 Ul/ml et 50 Ul/ml, respectivement. Ce choix des
conditions expérimentales étant arbitraire et sert uniquement a titre comparatif.

Au cours de la deuxieme partie de I'étude nous avons procédé a l'optimisation des
conditions de I'hydrolyse de chacune des enzymes utilisées afin de maximiser le rendement de
récupération du xylose. L’optimisation de 'action des deux enzymes a pu se faire soit en les faisant
agir touts les deux en méme temps soit en déterminant les conditions optimales correspondantes a

chacune des deux enzymes séparément. Nous avons choisi de procéder a l'optimisation de P'action
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de P'endoxylanase ensuite de la B-xylosidase séparément pour pouvoir atteindre le maximum

d’activité de chacune des deux enzymes et donc d’atteindre le rendement total équivalent a la

somme des deux activités enzymatiques qui ne peut étre que le rendement maximal.

II1.4.1. Essais préliminaires

Il 4. 1. 1. Hydrolvse enzvmatique sur milieu complet

Pour étudier I'action des enzymes sur le milieu complet et sur les fractions solubles et
estimer ainsi leffet du temps de traitement hydrothermique sur le rendement de I’hydrolyse
enzymatique, nous avons réalisé I'hydrolyse enzymatique de plusieurs milieux complets obtenus a
différents temps de traitement hydrothermique. Le suivi de 'hydrolyse a été réalisé par dosage des
extrémités réductrices libérées sous 'action des enzymes par la méthode dérivée de celle de Kidby
et Davidson (1973).

Nous avons représenté la quantité de sucres réducteurs libérés par la seule action des
enzymes en soustrayant celle qui a été obtenue par traitement hydrothermique. Les courbes

obtenues sont données dans la figure I11.49.

==A==Milieu cornplet
(5% solide)

===~ Milieu complet
(2% solide)

==#== Milieu suluble
(0% solide)

Sucresréducteurs (g/L)

0 20 40 50 20 100 120 140

Temps du traitement (min)

Figure II1.49. Eflet de la concentration de Ila fraction solide sur le taux de Ihydrolyse
enzymatique des milieux complets correspondant a différents temps de traitements
hydrothermiques

Les résultats obtenus montrent que le rendement (en termes de sucres réducteurs) de
I’hydrolyse enzymatique de la fraction soluble (sans solide) augmente en fonction du temps de

traitement thermique. Ceci pourrait étre di a 'augmentation avec le temps de traitement de la

136



Chapitre I1I-Résultats et discussion

concentration en substrat disponible pour les enzymes. Cependant, en milieu complet, ’hydrolyse

. . . , . . 1
enzymatique atteint un maximum au bout d’une heure de traitement thermique. Au dela d’une
durée de 1 heure, la présence de la fraction solide rend le milieu réactionnel plus complexe ce qui
peut freiner I'accession des enzymes a la fraction soluble.

Afin de vérifier Ieffet de la présence du résidu solide sur le rendement de I’hydrolyse
enzymatique, nous avons fait varier la concentration en solide lors de '’hydrolyse enzymatique du
milieu complet. Les résultats obtenus sont représentés dans la méme figure I11.49. Cette figure
montre bien que la variation des sucres réducteurs pour les deux concentrations de solides est la
méme au bout de deux heures. En effet, on atteint la méme concentration de sucres réducteurs de
I'ordre de 3,5 g/L. avec une tendance a la stabilisation, alors que dans le cas de la fraction soluble
on attemt 4 g/L.. Ainsl, la concentration de résidu solide dans le milieu complet ne semble pas avoir
d’effet sur le rendement d’hydrolyse enzymatique. La présence du résidu solide a méme un effet
mhibiteur sur Pactivité enzymatique puisque pour la fraction soluble on atteint un rendement
supérieur a celul obtenu en milieu complet. D’ou la nécessité de faire agir les enzymes seulement

sur les fractions solubles.

o  (Comparaison des cinétiques d’hvdrolyvse enzyimatique d’'un milieu complet et d'un milieu

soluble

Pour mieux caractériser la réaction enzymatique des fractions solubles et en milieu complet
nous avons suivl la cinétique en fonction du temps de ’hydrolyse de chacune de ces fractions par la
xylanase Roquette (Figure II1.50). Le suivi de 'hydrolyse a été réalisé par dosage des extrémités

réductrices libérées par la méthode dérivée de celle de Kidby et Davidson (1973).
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Figure II1.50. Hydrolyse enzymatique (par la xylanase de Roquette 40 Ul/mli) en
milieu complet et en milieu soluble obtenu par traitement hydrothermique de la
bagasse de canne a sucre (170°C pendant 2h)

La figure II1.50 montre que I’hydrolyse en milieu soluble est beaucoup plus rapide qu’en
milieu complet. Ceci peut avoir pour origine la diffusion de I'enzyme, la complexité du milieu ou
encore I'inhibition par la présence d’insolubles. De plus, 'hydrolyse enzymatique d’un milieu
soluble a permis d’atteindre des concentrations en sucres réducteurs beaucoup plus élevées que
celles obtenues en milieu complet. On confirme donc la nécessité de faire agir les enzymes
seulement sur les fractions solubles afin de saccharifier les produits solubilisés par traitement

hydrothermique.

1Il4.1.2. Hvdrolvse enzvmatique du résidu solide de la bagasse

Les résidus solides de la bagasse de canne a sucre 1ssu d’un traitement hydrothermique a
différentes durées ont subi une hydrolyse par 'endoxylanase de Roquette dans le but d’évaluer les
xylanes pouvant encore étre contenus dans la partie solide. Les sucres réducteurs libérés ont été
déterminés également par la méthode dérivée de celle de Kidby et Davidson (1973) et les résultats

sont représentés dans la figure I11.51.
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Figure IIL51. Hydrolyse enzymatique par 'endoxylanase de Roquette (40
Ul/ml pendant 24 heures) des résidus solides de la bagasse prétraitée (20 g/L)
obtenus a différents temps de traitement hydrothermique

La figure III.51 montre que plus le temps de traitement hydrothermique augmente plus la
structure du résidu solide de la bagasse traitée est dégradée et fragilhisée ce qui la rend plus
facilement hydrolysable par la xylanase. Au bout de 35 minutes de traitement la structure de la
bagasse ne change plus ce qui explique le palier d’activité atteint.

Ce résultat montre que le résidu solide de la bagasse traitée n’est pas completement épuisé
et pourrait étre encore dirigé vers d’autres voies de valorisation telle que son utilisation comme
source de carbone en milieu de culture de microorganismes présentant un mtérét pour la
production d’activités enzymatiques (par exemple la souche RutC30 sur milieu solide bagasse).

Il 4. 1.5. Hyvdrolvse enzvmatique des fractions solubles

Les premiers essais de 'hydrolyse enzymatique des fractions solubles avaient pour objectif
d’évaluer 'apport de cette étape dans le rendement final de solubilisation des xylanes a partir de la
bagasse de canne a sucre.

La figure II1.52 montre une comparaison des concentrations de sucres réducteurs libérés

par la combmaison du traitement hydrothermique avec une hydrolyse enzymatique et celles
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obtenues par une hydrolyse enzymatique seule ou un traitement thermique seul de la bagasse.
L’observation de la figure montre que le traitement enzymatique permet d’obtenir 4 g/L. alors que
6 g/L. de sucres réducteurs sont libérés par la combinaison des deux traitements enzymatique et
thermique. Ces 4g/L représentent 669% du rendement de conversion maximum. Ils sont obtenus
par 'hydrolyse enzymatique, alors que le traitement thermique seul plafonne a un peu mois de 2

g/L. (moins du 1/3 de ce qu’on peut espérer obtenir par la combinaison des 2 traitements.

o

éducteurs (z/L)
'

i Siiips fild traiteiineiit i;fi iij

---¢—--- traitement thermique+enzymatique

---a--- traitement hydrothermique

Figure III.52. Efficacité d’un traitement hydrothermique seul, d’une hydrolyse
enzymatique et de 'association traitement thermique et enzymatique de la bagasse
de canne a sucre (exprimée en concentration des sucres réducteurs l1bérés)

Ces résultats obtenus sur 'hydrolyse enzymatique constituent des données préliminaires qui
ont permis de démontrer I'importance de cette étape dans I'élaboration d’un protocole d’extraction
de xylose a partir de la bagasse de canne a sucre. En effet, 'action combinée d’une endoxylanase et
une [B-xylosidase donne 66% de rendement et permet de terminer la conversion en monomere de
xylose les dérivés hémicellulosique solubilisés par traitement hydrothermique. Afin de mettre en
place un protocole de production de xylose a partir de la bagasse de canne a sucre, une
optimisation des conditions expérimentales de cette hydrolyse enzymatique est nécessaire et fera

I'objet de ce qui suit.
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II1.4.2. Optmisation des conditions de Ihydrolyse enzymatique de la fraction solubilisée
par traitement hydrothermique de la bagasse de canne a sucre

L 4.2 1. Etude de 'hvdrolyse par l'endoxylanase

HL4.2 1. 1. Effet de la concentration du substrat

Pour déterminer la concentration optimale des dérivés de xylane contenus dans les
hydrolysats hydrothermiques nous avons procédé a les concentrer plusieurs fois a 'aidde d’un
Rotavapor (BUCHI R-200- Vacuum Controller V-800). Les hydrolysats concentrés vont par la
suite subir 'hydrolyse enzymatique soit par ’endoxylanase de Roquette seule (a 40 Ul/ml) soit en
assoclation avec la B-xylosidase (50 Ul/ml). L’hydrolyse a été réalisée a 60°C pour la xylanase et a
55°C pour la P-xylosidase pendant 24 heures. La réaction est ensuite arrétée en portant
I’échantillon a I’ébulliion pendant 5 minutes. La quantité de xylose libérée a été dosée par HPLC.
Les rendements d’hydrolyse ont été calculés (en %) par rapport a la quantité de xylose potentielle
présente dans les hydrolysats hydrothermiques et sont donnés dans la figure II1.53.

La figure II1.53 montre que I'hydrolyse enzymatique combinée (xylanase Roquette et [3-
xylosidase) est maximale pour une concentration de xylane et dérivés de 'ordre de 10 g/L.. Au dela,
le rendement de T’hydrolyse enzymatique global dimimue. Ce résultat est explicable par le
comportement de chacune des deux enzymes. En effet, La P-xylosidase trouve son activité
diminuée pour des concentrations supérieures a 10 g/L. alors que la xylanase de Roquette ne
commence a perdre son activit¢ qu’a partir de 30 g/LL avec un ralentissement de sa cinétique a
partir de 10 g/L.. Cette diminution pourrait étre due a la concentration des impuretés (composés
mhibiteur de 'activité enzymatique) tels que le furfural et la lignine pouvant étre présents dans les
hydrolysats. Il est a noter que cette concentration de 10 g/L. correspond a un hydrolysat concentré

deux fois.
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Figure IIL.58. Rendement (en %) de [lhydrolyse enzymatique des hydrolysats
hydrothermiques de la bagasse en fonction de la concentration du xylane et dérivés
(exprimés en équivalent xviose g/L).
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enzymatique des hydrolysats hydrothermiques de la bagasse sur le rendement de
libération de xylose
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La concentration en Rotavapor a permis de gagner en rendement d’hydrolyse et de passer
de 60% a 85%. Cette valeur ajoutée est relativement faible par rapport au cott de la concentration
des hydrolysats par Rotavapor. Il est donc plus convenable d’utiliser directement les hydrolysats
hydrothermiques pour ’hydrolyse enzymatique.

Cect a été confirmé par les résultats présentés dans la figure II1.54 qui montrent que la
concentration des hydrolysats est elle-méme un traitement thermique a ébulliton qui permet
d’augmenter le rendement de libération du xylose (sans action enzymatique) jusqu’a une limite de
79 g/L. de xylane et oligomeres, avec un rendement maximal de 60%. Les hydrolysats enzymatiques
a 5 g/LL traités par la xylanase de Roquette donnent des rendements de I'ordre de 60%.

La xylanase de Roquette étant un jus enzymatique non purifié donc a faible coit, son
utilisation permet d’atteindre des rendements équivalents a ceux obtenus aprés une forte
concentration des hydrolysats ce qui la rend mieux adaptée a notre application. Les hydrolysats
concentrés sont dune part, non favorables pour I'hydrolyse enzymatique (concentration
d’impuretés qui contribue a I'mhibition de I'activité des enzymes) et d’autre part, la concentration
augmente la teneur en impuretés ce qui rend difficile une éventuelle étape de purification et de

cristallisation du xylose.

ML 4.2 1.2 Détermination de la concentration optumale de la xvilanase

Pour assurer une hydrolyse enzymatique dans les meilleures conditions un des parametres
les plus importants a optimiser est la concentration de I'enzyme utilisée.

Afin de déterminer la concentration optimale de 'endoxylanase nous avons fait varier la
concentration de la xylanase de Roquette de 0 a 1200 Ul/ml hydrolysat hydrothermique, et nous
avons déterminé le taux de I’hydrolyse pour chacune des concentrations.

La réaction s’est déroulée a 60°C pendant 24 heures, et le degré de I'hydrolyse a été
détermimé par dosage des extrémités réductrices libérées dans le milieu réactionnel selon la
méthode de Kidby et Davidson (1973).

Puisque nous disposons d’une xylanase purifiée (xylanase INRA) en plus du jus
enzymatique nous avons voulu tester lefficacité de cette enzyme sur les hydrolysats
hydrothermiques. Pour cela nous avons fait varier également la concentration de cette enzyme de 0
a 150 Ul/ml hydrolysat hydrothermique. Les résultats obtenus pour chacune des enzymes sont

représentés dans la figure I11.55.
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L’analyse des résultats obtenus montre la forte activité de la xylanase de Roquette comparée
a 'enzyme purifiée. En effet, on obtient des concentrations de sucres réducteurs jusqu’a 4 fois plus
mmportantes (16 g/L avec la xylanase de Roquette contre uniquement 4 g/1. obtenus avec la xylanase

purifiée de 'INRA).
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Figure IIL.55. Libération des sucres réducteurs a partir des hydrolysats
hydrothermiques de bagasse de canne a sucre en fonction de la concentration de la
xylanase

La figure IIL.55 permet aussi de déterminer la concentration optimale de la xylanase de

Roquette permettant d’atteindre le rendement maximal et qui est de 'ordre de 1000 UI/ml.

ML 4.2 1.5. Frude de 'nhibition de la xvlanase de Roquette par le xviose

Afin de s’assurer qu’il n’y a pas de ralentissement de la cinétique enzymatique au cours de
la ibération du xylose et donc ne pas étre limité par ce dernier, une étude d’inhibition de Iactivité
enzymatique par le xylose a été réalisée en vue de déterminer la concentration a partir de laquelle
lactivité enzymatique peut étre affectée. Pour cela nous avons fait agir 'enzyme sur son substrat
modele, le xylane soluble de bouleau, en présence du xylose a différentes concentrations. Le
xylane de bouleau a été solubilisé dans le tampon acétate de sodium a pH 5. La réaction

d’hydrolyse a été réalisée pendant 24 heures et les produits d’hydrolyse ont été analysés par HPLC
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avant et apres hydrolyse acide. Les résultats exprimés en équivalent xylose sont donnés dans la

tigure 1I1.56.

Taux d'hydrolyse
A ]

1} 5 10 15 20

[xylose] g/1

Figure II1.56. Effet de la concentration du xylose en milieu réactionnel sur le
rendement d’hydrolyse enzymatique (en %) du xylane de bouleau par la

xylanase de Roquette (25U1/mnl)
La figure II1.56 montre que le xylose n’a pas d’effet mhibiteur sur l'activité xylanasique
Jusqu’a une limite de concentration de xylose dans le milieu réactionnel de 15 g/L.. Au dela de cette

concentration la présence du xylose dans le milieu ralentit activité de 'enzyme.

4.2 1.4. Erude de leffet du réglage de pH sur fa cinétique en fonction du temps
de hvdrolvse enzvmatique des fractions solubles

Les hydrolysats hydrothermiques a la sortie du réacteur présentent des pH de 'ordre de 3,9
différents du pH optimal de la xylanase utilisée (pH 5). Afin de vérifier la possibilité d’une variation
possible induite par le pH sur I'activité enzymatique, nous avons réalisé une hydrolyse enzymatique
d'un hydrolysat hydrothermique avec et sans réglage de pH a la valeur optimale pour une

concentration égale en enzyme. La figure II1.57 présente les résultats obtenus.

145



Chapitre I1I-Résultats et discussion

[#N)

-Ii =
i

[23

i

[Sucres réducteurs] (g/L)
(=]
[}

2004

Temps {minj

—-=—#-- sansréglage de pH --®-- avecréglage de pH

Figure IIL57. Cinétique de lhydrolyse enzymatique de [hydrolysat
hydrothermique de la bagasse de canne a sucre par la xvlanase de
Roquette avec et sans réglage de pH
Cette étude montre qu'au bout de 24 heures d’hydrolyse le réglage de pH permet
d’atteindre des concentrations en sucres réducteurs légerement supérieures a celles obtenues sans
réglage de pH (2,69 g/L. avec réglage de pH contre 2,5 g/L. sans réglage de pH). Cette légere
différence peut étre considérée comme négligeable et les hydrolysats hydrothermiques peuvent étre
directement utilisés sans réglage de pH pour ’hydrolyse enzymatique avec la xylanase de Roquette

avec un temps optimal d’incubation de 7 heures.

11.4.2.2. Hvdrolvse par la béta-xylosidase

Les fractions solubles hydrolysées par 'endoxylanase de Roquette dans les conditions
optimisées vont par la suite subir une hydrolyse catalysée par la f-xylosidase afin de poursuivre leur

saccarification et obtenir du xylose monomérique.

récupération du xvlose

Pour déterminer la concentration optimale de la B-xylosidase permettant d’atteindre son
activité maximale plusieurs concentrations d’enzyme allant de 0 a 300 Ul/ml ont été testées. Les

réactions d’hydrolyse se sont déroulées pendant 24 heures sans réglage du pH des hydrolysats
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Chapitre I1I-Résultats et discussion

hydrothermiques traités par la xylanase de Roquette. L’analyse du xylose libéré a été réalisée par
méthode enzymatique (kit spécifique au xylose). La figure II1.58 présente le xylose libéré par la 3-
xylosidase apres soustraction de la concentration du xylose initiale (libéré par la xylanase de

Roquette et le traitement hydrothermique).
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Figure IIL.58. Effet de la concentration de la p-xylosidase sur la libération du
xylose (au bout de 24 heures d’hydrolyse).

L’analyse des résultats montre la faible concentration de xylose obtenue par 'action de la
B-xylosidase qui ne dépasse pas les 0,8 g/I. avec une concentration optimale d’enzyme de 100
Ul/ml. Ceci peut s’expliquer par la faible concentration en substrat des hydrolysats obtenus par le
traitement hydrothermique. La xylanase Roquette a permis de libérer 1,47 g/L. correspondant a un
rendement de récupération du xylose de l'ordre de 40 %. Le rendement global maximal de

I’hydrolyse enzymatique (résultant de 'action des 2 enzymes) est de 60%.
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Conclusion générale

Au terme de ce travail, nous pouvons dire que la bagasse de canne a sucre, en raison de sa
composition, de sa disponibilité comme co-produit d’'une industrie majeure -la sucrerie de canne-
présente toutes les qualités pour constituer un modele d’étude pour la valorisation. La démarche
que nous avons adoptée dans cette étude se base sur le concept de la bioraffinerie. Elle part de la
plante entiere et sa transformation classique en sucre pour proposer un procédé d’extraction de
xylose combinant un traitement hydrothermique avec une hydrolyse enzymatique afin de valoriser
la fraction hémicellulosique de la bagasse. Celle-ci peut alors retourner a 'avant de 'usine pour
étre brilée dans les chaudieres a vapeur. On peut imaginer, dans le cadre de la démarche
« bioraffinerie » que la lignine soit a son tour séparée et valorisée par une chimie fine utilisant les
solvants 1oniques et que la cellulose amorphe résultante des différents traitements soit exploitée
comme support de filtration a la place du kieselguhr.

Notre travail a commencé par la caractérisation de la bagasse offerte par le CERF, centre de
recherche sur la canne a la Réunion. Cet échantillon contient 269% d’hémicellulose formée a 92%
de xylose. Sa forte teneur en lignine (209%) en fait un produit hydrophobe particulierement difficile
a hydrater. Il a été nécessaire de gonfler I'échantillon sec que nous avons recu pendant toute une
nuit dans 'eau. D’ou I'intérét de concevoir cette valorisaion comme un atelier intégré a la
sucrerie, qui recevrait la bagasse humide et chaude a la sortie des moulins de canne a sucre.

Dans cette logique d’intégration de 'umité de valorisation a la sucrerie de canne, 1l est
possible d’imaginer I'implantation d’une unité de fermentation sur milieu solide constitué par la
bagasse de canne a sucre comme milieu de culture de deux souches fongiques (RutC30
de Trichoderma reeser et AX4 de Talaromyces thermophilus). Cela permettrait d’'induire des
activités enzymatiques xylanolytique et xylosidasique utiles dans la démarche que nous
poursuivons. Du reste, la bagasse a montré de telles aptitudes avec un niveau d’induction variable
avec la nature de I'activité enzymatique.

Pour les besoins de notre étude nous avons utilisé deux xylanases, une endoxylanase de
Bacillus xylanolyvticus purthée mise a notre disposition par 'équipe Technologie Enzymatique et
Physico-Chimie des Agroressources de 'UMR FARE (xylanase INRA). La deuxiéme enzyme est
plutot un surnageant de culture d’Humnicola msolens mise a notre disposition par la Société
Roquette Freres (xylanase Roquette) a activité xylanolytique prédommanate. De méme un
surnageant de culture de 7richoderma Reeser riche en P-xylosidase nous a été donné par

Roquette. La comparaison entre les deux xylanases a montré I'intérét d’utiliser un surnageant de
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culture pouvant comporter des activités annexes solubilisantes plutét qu’une enzyme pure, qui
malgré une forte activité iitiale s’est révélée nstable a la dilution et dans le temps.

L’hydrolyse enzymatique de la bagasse de canne a sucre par la xylanase INRA a permis la
libération des xylooligosaccharides dont les produits finaux sont de DP2 a 4. La présence du xylose
dans les chromatogrammes des hydrolysats de bagasse nous a permis de suggérer I'existence
d’activités endogenes dans la bagasse responsables de cette hibération. Un autoclavage (121°C
pendant 1heure) de la bagasse avant hydrolyse par vole enzymatique a été réalisé afin de la stériliser
et Iactiver toute activité enzymatique qui peut interférer avec 'enzyme étudiée.

L’hydrolyse de la bagasse par la xylanase INRA a différentes concentrations et 'analyse des
hydrolysats par HPLLC ont permis 'obtention des rendements d’hydrolyse qui augmentent en
fonction de la concentration enzymatique avec un maximum de rendement d’hydrolyse de 10% qui
a été atteint avec la concentration enzymatique de 86,86 Ul/ml de volume réactionnel. Ce
rendement est faible et montre bien la difficulté de la xylanase INRA a agir sur la paroi
lignocellulosique de la bagasse de canne a sucre. Un prétraitement a 'ammoniaque de cette
derniere a été réalisé afin d’améliorer sa susceptibilité¢ a I'hydrolyse enzymatique et a permis

d’augmenter d’un facteur 4 le rendement de ’hydrolyse de 12 a 48,61%.

Pour améliorer les rendements de solubilisation de la fraction hémicellulosique de la
bagasse, nous avons fait le choix d’utiiser pendant toute I'étude le surnageant de culture
d’Humicola msolens (xylanase Roquette). Cela a permis d’avoir des rendements d’hydrolyse
Jusqu’a 62,37% apres 24 heures pour une concentration enzymatique de 100 Ul/ml. Les 86,86
Ul/ml ont permis d’avoir un rendement de 53,09%. Ce qui prouve la forte aptitude de ce
surnageant de culture a hydrolyser des substrats lignocellulosiques telle que la bagasse de canne a
sucre.

L’analyse par HPLC de la composition monosaccharidique des hydrolysats de la bagasse obtenus
apres hydrolyse par la xylanase Roquette a révélé la présence de l'arabinose, du glucose et du
galactose en plus du xylose. Les teneurs en arabinose et glucose étaient fonction de la
concentration enzymatique et aussi du temps d’incubation. Ceci nous a permis de suggérer la
présence, en plus de 'activité xylanase principale, des activités cellulase et arabinofuranosidase. Ces
activités semblent étre réduites, d’une part, par ce que 'activité majoritaire de ce jus enzymatique
est une activité xylanolytique et d’autre part, les conditions expérimentales de ’hydrolyse (pH 5 et a

60°C) sont optimales de I'activité xylanase. La quantité relativement importante (usqu’a 5 g/I) de
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galactose détectée dans les hydrolysats de bagasse augmente en fonction de la concentration, ce qui
veut dire que ce galactose ne provient donc pas de ’hydrolyse de la bagasse mais serait plutot
apporté dans le milieu réactionnel par le surnageant enzymatique.

La présence des activités enzymatiques annexes (cellulase et arabinofuranosidase) dans le
surnageant (xylanase Roquette) en plus de son activité xylanase principale pourrait expliquer la
capacité de ce jus a hydrolyser la fraction hémicellulosique de la bagasse de canne a sucre avec des
rendements importants. I’action synergique d’une cellulase et une arabinofuranosidase a permis
d’améliorer Daccessibilité de l'enzyme aux arabinoxylanes permettant une amélioration des
rendements d’hydrolyse. Le degré de pureté (xylose/monosaccharides) des hydrolysats obtenus
était de 47%. 1 ’étude de Peffet de la concentration du substrat sur 'hydrolyse de la bagasse a des
concentrations allant de 10 a 60 g/I. a montré la capacité¢ de 'enzyme a fonctionner dans des
milieux complexes peu hydratés. Cecit conforte I'mtérét économique de l'utibisation de ce
surnageant de culture qui autorise I'utilisation de concentrations élevées de bagasse en vue de sa
valorisation. Pour vérifier cet avantage de la xylanase Roquette en milieu concentré, un essai
d’hydrolyse enzymatique de la bagasse de canne a sucre a 150 g/L. a été réalisé dans un réacteur
pilote.

Le traitement thermique de la bagasse en présence d’acide (H:.SO. a 19 a 150°C) a permis
la détermination du maximum de xylose extractible qui est égale a 0,22 g xylose/g bagasse seche
équivalent a un rendement de solubilisation de 88% de la masse seche d’hémicellulose. La
solubilisation par traitement acide est accompagnée de la libération de glucose, d’arabimose et de
galactose avec des concentrations qui peuvent aller jusqua 2 g/I, 1,6 g/LL et 0,41 g/L,
respectivement. Au bout de 20 min de traitement correspondant au rendement maximal
d’extraction nous avons observé la dégradation des sucres (xylose et arabinose) manifestée par
I'augmentation de la coloration du milieu. En plus de cet inconvénient, ’hydrolyse acide nécessite
une étape de neutralisation du milieu réactionnel qui peut affecter le rendement de 'extraction.
Pour cela nous avons opté pour le traitement hydrothermique qui n’utilise que I'eau comme réactif
dans les réactions d’autohydrolyse.

L’analyse par HPLC des hydrolysats hydrothermiques de la bagasse correspondant aux
trois températures étudiées a permis de déterminer les différents rendements de solubilisation et
de choisir une température de 170°C qui permet un rendement maximal de 55% +0,22 (MS) pour
une durée de 4 heures de traitement alors que 2 heures ont suffi pour atteindre les 48,28%+0,22 de

rendement d’extraction. D’ou le choix de 2 heures comme durée de traitement. lLa détermination
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de la masse seche des hydrolysats hydrothermiques ainsi que des écarts qui existent entre la
concentration en xylose et la concentration en masse seche de '’hydrolysat nous a permis d’avoir
une 1dée sur le taux d'impuretés. Aux températures 170 et 190°C on a atteint presque le méme
taux d’extraction. L’analyse des masses seches de chacun des hydrolysats révele des concentrations
en impuretés plus élevées dans le cas du traitement a 190°C. Ceci a été confirmé par I'analyse de la
coloration des hydrolysats.

L’analyse de la composition monosaccharidique (en glucose, arabinose et galactose) des
hydrolysats hydrothermiques obtenus aux trois températures étudiées comparée a celle des
hydrolysats du traitement acide a montré que le traitement hydrothermique libere des quantités
d’'impuretés moindres. Le traitement hydrothermique présente donc 'avantage de solubiliser des
concentrations plus faibles en sucres contaminants.

L’analyse qualitative des hydrolysats hydrothermiques obtenus dans les conditions de
traitement optimisées a montré que ce dernier libére majoritairement de longues chaines de xylane
et peu de xylose monomérique ou de courtes chaines. En effet, la caractérisation par
Chromatographie sur Couche Mince, a révélé une large distribution du degré de polymérisation
des produits libérés allant du xylose, xylobiose, xylotriose jusqu’aux longues chaines déposées au
milieu de la bande d’élution sur la plaque de silice et dont la séparation dépasse la sensibilité de
cette technique. [’analyse de la composition macromoléculaire par Chromatographie a exclusion
stérique haute performance a montré une distribution macromoléculaire assez faible avec une
population qui tend a étre homogene et ayant une masse moléculaire moyenne (Mw) de 'ordre de
4157 g/mol avec un indice de polydispersité proche de 1,5. L’analyse de la polydispersité amnsi que
les temps de rétention des échantillons analysés nous a permis de vérifier la répétabilité de la
technique de traitement hydrothermique.

Afin de finaliser la saccharification complete de ces longues chaines de xylane solubilisées,
les hydrolysats hydrothermiques ont subi une hydrolyse enzymatique par la xylanase et la B-
xylosidase de Roquette. Les conditions des hydrolyses ont été optimisées. I.’étude de '’hydrolyse
enzymatique des fractions solubles a montré des rendements supérieurs comparés a ceux obtenus
sur milieu complet quelque soit le temps de traitement hydrothermique. La présence du résidu
solide a méme montré un effet inhibiteur sur activité enzymatique, pour cela nous avons fait agir

les enzymes seulement sur les fractions solubles.
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L’optimisation des conditions de ’hydrolyse enzymatique des deux surnageants (xylanase et
I-xylosidase) a été réalisée séparément. L’étude de leffet de la concentration des xylanes et
oligomeres a montré que la xylanase Roquette présente un maximum d’activité a 30 g/L. La
concentration optimale de l'enzyme a été déterminée et est de 1000 Ul/ml hydrolysat
hydrothermique. I’optimisation de la concentration de la B-xylosidase a permis de déterminer une
concentration optimale de 100 Ul/mL avec un rendement maximal de récupération de xylose
de l'ordre de 60%.

En conclusion nous pensons que ce travail est une étape prélimimaire a la démarche
« bioraffinerie » de canne a sucre qui mtégrerait dans 'usine principale un atelier d’extraction de
xylose. La bagasse serait alors utilisée a la sortie des moulins et passerait dans un réacteur a eau
sous pression (170°C) pendant 2 heures avec agitation ultraturax pour bien disperser la fraction
solide. A la sortie du réacteur, les hydrolysats sont séparés par filtration et des presses a haute
pression comme celles de la pulpe de betterave permettraient de récupérer les eaux de presse
contenant le reste de la fraction solubilisée et une bagasse déshydratée qu’on peut alimenter dans
les chaudieres a vapeur. La fraction solubilisée serait alors traitée enzymatiquement par deux
enzymes une endo-xylanase et une PB-xylosidase qui catalyseraient 'hydrolyse des xylanes et oligo-
xylanes en xylose. Une épuration de ce jus suivie de cristallisation permettrait de produire du
xylose cristallisé. Les enzymes n’ont pas besoimn d’étre pures. Elles peuvent étre produites sur place

par cultures de souches fongiques sur milieu solide constitué de bagasse.
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ABSTRACT

Sugarcane bagasse 1s one of the co-products of agro-industries the most widely present on
earth. Because of its composition and its availability as a renewable resource, bagasse constitutes a
good candidate for valorization i view of the production of added value molecules.

A reasonable approach of bagasse valorization should be integrated to the principal activity
using sugarcane, namely, sugar factory with application of the concept of biorefinery. Such an
approach would consist in stalling a workshop of extraction of xylose which will be fed with
bagasse coming out of the crushers or diffusion of sugarcane and will give 1t back to the factory for
traditional use in vapor and electricity generators after dewatering in presses. A small workshop can
be mstalled for enzyme production in a solid fermentor using bagasse as a carbon source for the
chosen fungi.

The sample of bagasse used i this work was supplied by CERF, a center of research on
sugar cane at La Réunion. The high content of xylan (269%) particularly rich in xylose (92%) of the
experimented bagasse makes 1t a good source of extraction of this pentose. Moreover, we have
shown the validity of bagasse as a carbon source for induction of different enzyme activities by
different microorganisms among which xylanase and R-glucosidase are the most important.

To extract xylose, an optimized hydro-thermal treatment (170°C - 2h) was applied. It
allowed solubilization of the hemicellulotic fraction of bagasse. This step was followed by an
enzymatic treatment.

Two enzymes were used to catalyse hydrolysis of xylans in the soluble fraction. These
enzymes were a purified endo-xylanase from 7hermobacillus xylanilyticus and a supernatant from
Humicola msolens fungal broth rich in endo-xylanase. Comparison between the 2 enzymes incited
us to use the non purified supernatant. Another supernatant of 7richoderma Reeser was used
because 1t was rich in B-xylosidase. It allowed hydrolyzing the oligo-xylan fractions liberated by the
endo-xylanase nto xylose. Optimization of enzyme concentrations was achieved. Conditions for

obtaining a yield of about 60% of xylose were defined.

Key words: bagasse, hemicellulose, xylose, xylanase, P-xylosidase, hydrothermal treatment



RESUME

La bagasse de canne a sucre est I'un des co-produits d’industries agricoles les plus générés
de la planete. Elle constitue, du fait de sa composition, une source renouvelable de matiere
lignocellulosique pouvant étre d’un grand intérét pour la production de molécules a haute valeur
ajoutée.

Une démarche valorisation de la bagasse qui ne lui ferait pas perdre sa valeur énergétique
et s'intégrerait parfaitement a 'activité principale - la sucrerie - consisterait a se baser sur le
concept de la bioraffinerie. On installerait alors un atelier de fabrication de xylose qui recevrait la
bagasse a la sortie des moulins ou des diffusions de canne a sucre et la restituerait apres passage
dans des presses a la sucrerie. Un petit atelier de fermentation fongique sur milieu solide constitué
de bagasse permettrait de préparer les enzymes nécessaires au traitement.

La bagasse ayant servi a ce travail provient de I'lle de la Réunion. Elle a été fournie par le
CERF (Centre d’Etude, Recherche et Formation sur la canne a sucre). Sa teneur élevée (269%) en
xylane pratiquement pur (92% xylose) en fait une bonne source d’extraction de ce pentose. De
plus, la bagasse de canne a sucre semble étre mntéressante pour une utilisation comme source de
carbone pour I'imnduction de production d’activités enzymatiques par des microorganismes.

Pour extraire le xylose, un traitement hydrothermique optimisé (170°C - 2h) a été appliqué.
Cela a permis la solubilisation de la fraction hemicellulosique de la bagasse qui a par la suite été

3 N E) .
soumise a ’hydrolyse enzymatique

Deux enzymes ont été utilisées pour catalyser le fractionnement des hémicelluloses de la
bagasse : une enzyme purifiée de Thermobacillus xylanilyticus et un surnageant de culture
d’Humicola msolens a actvité xylanolytique prédominante. Une comparaison entre ces deux
enzymes a été réalisée et a montré 'mtérét d’utiliser le surnageant de culture plutot quune enzyme
purifiée. Un surnageant de culture de 7richoderma Reeser riche en P-xylosidase a été utilisé pour

L . . . . : ,
poursuivre la saccharification jusqu’a obtenir du xylose. Les concentrations optimales d’enzymes et
de substrat ont été déterminées. Les conditions d’obtention d’'un bon rendement, de I'ordre de

60% de xylose en présence dun taux réduit d'impuretés sont définies.

Mots clés : bagasse, hémicellulose, xylose, xylanase, -xylosidase, traitement hydrothermique



