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SOMMAIRE

Dans ce travaﬂ nous avons fait en premier heu, une revue blbhographlque relatlve aux
différents pomts étudlés otl nous nous sommes attachés notamment ala <|:lass1ﬁcat10n des
carbohydrates ainsi que-la définition et l'analyse structurelle des hénucelluloses

Une revue comparative des moyens de prétraltcments des maténaux hgnocellulosxques

est déterminée. ‘ | ‘ |

La production d’eﬂ;mes, leur purification et isolement amm que leur mode d'action;

sans oublier la prdduction de protéines d'orgahismes unicellullaires portant sur le choix du

| microorganisme et? sur les procédés existants qui utilisent des carbohydrates bomn;e substrat,
sont présentés poixr situer leur importance au niveau de la compréhension du reste du travail.

- Au deuxiéme chabitré, nous avons exposé la description des biomasses utiliisées, leur§
analyses chimiques préliminaires.Une description bréve du procédé de prén'aitgmeént thermo-
mécano-chimique en phase aqueuse (procédé UdeS-H) est donnée. |

La grande partie de ce chapitre a concerné: |

- ies grilles expérimentales ‘ ‘
-les méthodolbgieé expérimentales et analytiques
- les méthodes de calculs adoptées.
| * Dans les chapitres 3 et 4 , le concept de la sévérité du prétréitcment est discuté et
représenté par le biais des facteurs de sévérité:
Ro,R'g et Roc de fagon phénoinénologique. .

Dans le cinqui®me chapitre cSt présenté le concept de sévérité ERB basé sur la
mécanistique et l'existe;nce de "l'effet de compensation et de la température iéocinétique" des
procédés d'hydrolyse. _ | |

Un modele d'hydrolyse acide des hémicelluloses est proposé basé sur le facteur Ry et
sur Fexistence de deux cinétiques distinctes, I'une rapide et l'autre lente de I'hydrolyse des

hémicelluloses, en termes d'accessibilité a I'hydrolyse représentée par X,o' la fraction des



iv

Dans le cinquieéme chapitre est présenté le conécptédc sévérité Ry basé sur la

mécanistique et l'existence de "l'effet de compensation et de la tfempér*gturp isocinétique” des

procédés d'hydrolyse. ‘ i

Un modele d'hydrolyse acide des hémicelluloses est ;;ropéosé basé siiur le%:fz'ilcteur RB‘ et
sur i'existence de deux cinétiques distinctes, l'une rapide ét l';utre lente:dc lihiydroiyse des
hémicelluloses, en termes d'accessibilité & I'hydrolyse repriéseigltée par x,: la fraction des
hémicelluloses facilement hydrolysables et qui est potentiellemel;t présente dans; les matériaux

lignocellulosiques.

Rappelons qu'une confrontation des résultats expérimentaux trouvés dans la littérature
et ceux de nos expéﬁenées sur les tiges de mais et Stipa tenaéissz‘ma avec le modele proposé est
faite. |

i

Le sixi¢éme chapitre concerne I'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses solubilisées

par prétraitement. Ceci a ét€ réalis€ de deux fagons: |
- hydrolyse enzymatique avec des enzymes libres en solution;
. - hydrolyse enzymatique avec des enzymes immobilisés sur un support

- d-’algihate.

Enfin au septieme chapitre , le probléme lié a la toxicité des filtrats hémicellulosiques

est étudié en utilisant la levure Candida utilis.
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' INTRODUCTION

Les besoins énergétiques dans le domaine de l'alimentation posent c;ics probléemes
moins difficiles A résoudre que les besoins en maﬁéfes azotées, en p,articuli%:r les protéines .
Ceux - ci s'expriment en termes de quantité et quahté |

Aujourd'hui , compte tenu de la surconsommation des pays mdustnahsés, de la
difficulté d'assurer une répartition équitable des disponibilités, beaucoup de pays en voie de
développement se trouvent devant une situation de pénurie chronique pour leur apﬁoﬁsion-
nement protéinique.

Pour faire face a ces prdblémes, il faut favbﬁser la production, I'amélioration des
protéines traditionnelles et promouvoir la recherche et i'utilisation des sources nouvelles .
C'est 2 ces derni¢res qu'appartiennent les protéines microbiennes généralement désignées

sous le nom de (SCP)L.

L'utilisation de ces sources nouvelles consiste en la valorisation des résidus agricoles
lignocellulosiques.

11 est connu que ces derniers riches en cclluldse et hémicelluloses constituent des
matériaux potentiels pour la produbtion de I'éthanol VIIKARI et al. (1981) [ 226 ], et des
sucres fermentescibles.

La production et les propriétés des enzymes capables d'hydrolyser la cellulose sont
bien établics, ce qui n'est pas le cas pour les hémicelluloses.

Les voies qui permettent de fabriquer des proteines & partir des materiaux lignocellu-

losiques suivant le schéma simplifi€ :

1 _ SCP: Single Cell Proteine



Materiau lignocelilulosique ~__>Bloma:|sse protélnlqueg

(résldus agricoles) ,
(SCP)

Traltements : J .
' ! Métabolisme

____> Sucres

solubles

sont nombreuses et compliquées a appréhender.

Le Tujct de cette présente étude s'articule autour de ce point od il est question de
. | ‘ ! i
valoriser des résidus agricoles, tiges de 'mais, et une gramminée Stipa tenacissima (plus connué

en Afrique du Nord sous le nom d'Alfa).

Ce travail permettra de mieux connaitre et €lucider les étapes des traitements au cours
desquelles a lieu la production des sucres solubles. Ces derniers seront par la suite utilisés par

des microorganismes unicellulaires protéiniques comme substrat .



i
CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1- Généralités |
1-1. . Hémicelluloses - Définition et analyse structurelle:
Uﬁe classification généralement admise des carbohydrates a été formulée par
ASPINALL et al. (1973)[8], introduisant la notion de substances péctiques.

La classification est comme suit:

Carbohydrates

. Substances Autres
Cellulose Hémicelluloses pectiques ' polysaccharides
. Xylanes ‘ ¢

Polymére
de y Galactanes Galacturonanes Arabinogalactanes
glucose Arabinanes ' Arabinanes branchées

Glucomannanes ' Galactanesetfou | -

Résidus mannosidiques arabinogalac - Fuco ou Galacto-

Acides uroniques tanes linéaires xyloglucanes

Les hémicelluloses sont classiquement définies comme la portion des polysaccharides,

autres que la cellulose et les substances pectiques qui sont extractibles avec des bases fortes

(typiquement 10% KOH), PRAKASH et KEN BRINSON (1984). [162].
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Une autre déﬁnitiqn acjccptéc est celle donnée par STAUDINGER et RBINNEKE
(1939) [207] qui les déﬁMsseﬁt comme des polysaccharides non cellulosiques se distinguant de
la cellulose & plusieurs n_iveaﬁx. Ce sont des polymeres hétérogenes & chaines plus courtes et
branchées.

Tres peu jd'hémicellul(j)ses connues sont uniquement des homopolymgres et entitrement
linéaires. La pllipart d'entre-elles sont branchées.

Elles présentent des branchements notamment avec des L-arabinofuranosides,

- glucuronosides, 4-0-méthyl-glucoronosides  ou galactosides.

Les 4-O-rhéthyl-glucuronosides ne sont pas présents uniquement comme des méthyl-
esters, mais souvent comme des sels de cations inorganiques, FRATZKE et REILLEY (1976),
[74]

Les monomeres formant les polyoses sont quand a eux subdivisés en quatre groupes:
- les pentoses -
- les hexoses
- les acides hexuroniques
- les désoxyhexoses

Pentoses ‘|- Hexoses Acides Désoxyhexoses
hexuroniques )
CH,0H COOH :
—0,_OH 0 OH 0. OH|HO 0_ OH
‘ OH H Hy
HO - HO ! HO
Ot OH OH © OH -OH
CH,0H COOH
HO 0. OH 0. OH 0 0 OH .
HO H3C0 OH| HO
4 OH ! OH OH
O\ H CH,OH COOH ’
v HO, 0 HO_ o0
H
mr-ozc@ H o
OH OH OH
OH OH




|
5

Suivant les biomasses, la composition en différents monorriéms est la.!fgement Qisﬁncte

FENGEL et WEGNER (1984) [67].

Le tableau 1 résume quelques séquences des hémicelluloses pour lé_s! bois et qhelques

graminées.

Des exemples de fragments des hémicelluloses sont rapportés dans les figures 1jet 2.

Types de Noms Caraceéres structuraux | Degré de Auteurs
* biomasse des hémicelluloses | polymé -
risation
Graminée Arundo donax Essentiellement 80 FERNAND BARNOUD
(Roseau) linéaires et al. (1972) [70]
Graminée S. trifasciata Branchées en 1-2 SHARMA (1981) [188]
(Liliacée) xylopyrano - :
4-O-methyiglucu-
rosides »
Graminée - Lolium perenne Branchées en 1-3 - - MORISSON (1974)
arabinofuranosides et [142]
1-3 arabinogalactopy-
ranosides
Graminée Stipa tenacissima Linéaires branchées 70 CHANDA et al.
une fois en 3-4 (1950) [33] -
xylopyranosides
Graminée Chorchorus capsularis | Branchées en 2-4-O- - INATHDAS et al.
methylglucurosides (1981) [146]
Graminée Tiges de mais | Branchées en 2-1 avec - FRATZKE et REILLEY
4-O-metylglucuronosides (1976) [74)
et en -3 avec L-arabino- :
sides
Feuillus - Branchées en 100-200 | FENGEL et WEGNER
2-1 avec a-D-4-O - - (1984) [67]
méthylglucuronosides
Coniferes - Branchées en 2-1 70-130 | FENGEL et WEGNER
o-D-4-O-methylglucu- (1984) [67]
ronosides et en 1-3 L-
arabinofuranosides
Tableau 1. Principales D-xylanes isolées & parfir des végétaux
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OH
0
-Ac Q 0-Ac @ v
0" o

(b)
' ! \ :- -Xyl- - B=-Xyl-~
-s-§y1-(144)-8-§y1-(144) 8 §y1 (1 ~4)-8 3y |
4 + I
; 0-Acetyl R | 1
(4-0-Me)-a-D-G1uA a-L-Ara
R=  g-Xyl-(1+2)-L-Ara-(1~,
a-Xyl-(1+3)-L-Ara-(1-+,
or Ga] (1»4) Xyl- (1*2) L-Ara-(1-
©

Figure 1 ~ Séquences de quelques xylanes
(a) - Coniféres
(b) - Feuillus
(¢) - Graminées (Tiges de mais)
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Figure 2. Séquences d'autres polysaccharides




1.2 Composition des biomasses

D'une fagon générale, la biomasse est dotée d'un ensemble constitutif composé
principalement de trois matrices polymériques inter-reliées qui sont:
- 1a cellulose
- les hémicelluloses
- 1a lignine.
La distribution de ces familles polymériques dépend largement des biomasses et de leur
origine. v
| D'aprés THOMAS (1977) [213] , COWLING et KIRK (1976) [40], la composition

chimique des matériaux lignocellulosiques se présente dans les proportions suivantes!:

Constituants Coniferes Feuillus Graminées
(%) (%) (%)
Cellulose 2+2 4542 | 25 |- 40
Hémicelluloses C 27%2 305 25 -50
Lignine 28+3 20+ 4 0-15

D'une maniere générale les matériaux lignocellulosiques requitrent en plus de ces trois
constituants, d'autres entités chimiques se trouvant en proportion i)lus faibles et qui font partie
soit des familles polymériques déja citées soit se retrouvent comme constituants a part.

Le tableau 2 donne en détail la composition chimique des biomasses fréquemment
étudies. | |

Des calculs statistiques faits & partir du tableau 2, surla répaniﬁon des différentes

familles polymériques ont donné:

l g rapportés a la biomasse sur une base séche.
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ConstituantS Coniferes Feuillus Graminées
(%) (%) (%)
Cellulose 490 1.6 444 +£5.6 35,6+ 6.3
Hémicelluloses 193144 252 +38 - 27216.1
Lignine 268 + 1.7 223+43 ~17.4%5.7

ce qui confirme assez bien la tendance rapportée par THOMAS (1977) [ 213] , COWLING et
KIRK (1976) [40]. |

Hémicellul t répartiti i ares:
Les hémicelluloses , comme on I'a vu précédemment sont des hétéropolyméres formés

principalement de:
- xylose
- mannose
- arabinose
- galactose
- acides uroniques

La répartition de ces entités chimiques est fonction de la nature méme de la biomasse

considérée.

Le tableau 3, résume cette répartition pour le cas des bois et quelques graminées.

2- Les Prétraitements :

Plusieurs recherches conduites depuis un peu plus d'un siécle dans le domaine de la
valorisation de la biomasse montrent que les matériaux lignocellulosiques sont une source par
excellence d'énergie et de fabrication de produits chimiques a haute valeur ajoutée.

Dans le but d'avoir des rendements en produits techniquement et économiquement

acceptables, il est impératif de procéder au prétraitemént de la biomasse dont la faisabilité est
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|

limitée par des considérations d'ordre énergétiques et de cofits, SAWADA et NAKUMARA
(1985) [181]. |
Un prétraitement, pour étre efficace doit répondxé aux conditions suivantes:
- équipcmchts simples et robustes
- utilisation de produits chimiques peu chers
- solubilisation et fractionnement des entités chimiques de la biomasse d'une
fagon sélective et contrdlée
- efficacité de prétraitement sur une grande variété de matériaux
lignocellulosiques.
Les moyens de prétraitements sont nombreux et variés et on peut distinguer
principalement les prétraitements |
- thermomécaniques
- par radiations
- chimiques
- biochimiques
ainsi que leurs combinaisons.
Pour simplifier , on va décrire sommairement les prétraitements thermomécaniques et

citer quelques exemples relatifs aux prétraitements trouvés dans la littérature.

L'autohydrolyse:

Depuis les premiers. travaux de RICHTER, RYDHOLM (1965) [179], la plupart des
travaux plus récents traitent de l'autohydrolyse comme une premiére étape dans les industries
des pétes et papiers.

Il a été montré que le traitement de la biorhasse avec de 'eau 2 des températures ’
supérieures & 185°C induit la formation d'acides orgainiques (acétique) par la rupture des
groupements acétylés labiles présents initialement dans les matériaux lignocellulosiques,

catalysant ainsi I'hydrolyse des hémicelluloses en oligoméres solubles.
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' L'oxvdati ie_humide:

| Quand de i'air ou de l'oxygene est présent durant l'autohydrolyse, on parie alors de
procédé a oxydation humide.Les premiers travaux s'y rapportant furent conduits par
SCHALEGER et al. (1977) [183] et (1978) [182]. " |

IIs trouverent que'la premiére réaction qui s'y déroule est la formation d'acides qui sont
formés par la solubilisation de composés acides des hémicelluloses par voie d'hydrolyse de
groupements acétylés et par oxydation, ensuife cette réaction est suivie de l'hydr()lysc' des -
hémicelluloses catalysée par les acides formés.

Aux températures se situant entre 120 et 170°C, la cellulose et la lignine sont aussi
affectées et modifiées. Cependant, leur solubilisation n'est pas importante et l'acCessigilité de
la cellulose se trouve accrue aprés oxydation humide, SCHALEGER et al. (1977) [183]i et
(1978) [182].

Des travaux plus récents, font état de l'utilisation de pressions paftiéé:lles élevées

d'oxygene et de l'action catalytique des métaux, McGINNIS et al; (1983) [128].

Explosion 3 1a v r:

Le procédé a été développé initialement par MASON en 1925 pour vétre utilisé
commercialement, SPALT (1977) [199].

En 1978, lotech Co. Ltd Canada, a utilisé ce procédé pour la production des aliments
pour les animaux.

A la lumicre des résultats oBtenus, Iotech décide d'utiliser le procédé pour des fins de
prétraitements du bois FOODY et al. (1980) [71].

Ces travaux sont aussi suivis par ceux de MARCHESSAULT et al. (1980) [131],
(1982) [132], et ceux de SHULTZ et al. (1984) [184].

Le procéd€ consiste en un chauffage rapide de la biomasse avec de la vapeur, dans une
enceinte fermée, suivi d'une détente explosive des fibres et de la vapeur & travers un orifice (ou

étranglement). Le procéds est décrit par DELONG (1981), [52].
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. . .
-

Ce procédé est similaire 2 1'explosion & la vapeur, sauf que les produits solubles et/oui ‘

gazeux sont continuellement prélevés de la zone de réaction, minimisant ainsi les réactions de

dégradation.

 Dans le procédé RASH, I'utilisation de catalyseurs est rendue facile si ceux-ci mo‘ntrenf
un effet bériéﬂque particulier.Nous citons en guise de référence les travaux de BIERM/}NNi
(1983) [20]. |

Le tableau 4, dresse une étude comparative sommaire des prétraitements

thermomécaniques.
Prétraitements Avantages Désavantages .
Autohydrolyse Commercialement Réactions secondaires
utilisé :

- Oxydation humide Températures basses. Exothermicité potentielle-
Réactions exothermiques ment explosive.
générant de 'énergie pour Temps de réaction lents.
le procédé. '

Explosion a la Commercialement utilisé Fractionnement de produits
vapeur Procédé rapide. solubles non tangibles
Grande disloquation ~lors du prétraitement.
des fibres.
RASH Procédé rapide. Le rapport solide/liquide
Produits continuellement est limit€ a cause des
~ enlevés. problémes de pompage
Dégradations minimes. des suspensions.
Demande en vapeur plus
faible que l'explosion a la
vapeur. ,
Possibilité de rajout de
catalyseurs spécifiques.

Tableau 4. Comparaison de quelques prétraitements thermomécaniques
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Pour plus de détails, nous avons rapportés quelques travaux sur les différents
prétraitements résumés dans le tableau 5. -

Dece dernier , on peut retenir les points %suivants:

- le rendement en xylose depénd du type de biomasse traitée et il semble que

la récupération des hémicelluloses ne depasse pas les 70 % des hémicelluloses initiales ,

exception faite pour I'herbe Capium , o le mndément de récupération est de 90 % , CARIOCA
etal .(1985),[291] o

- une saccharification importante est obtenue dans les conditions
d'hydrolyse acide qui peut atteindre les 92 % des sucres potentiels , GRETHLEIN et
CONVERSE (1982) [88].
3- Production d'enzymes - Cas des xylanases

La production d'enzymes est réalisée d'uné fagon analogue aux méthodes de
fermentation en inoculant des cultures pures de microorganismes‘ dans des milieux stériles.

On distingue deux mémodes de culiure:

- culture en surface (méthode serrli-solide)
- culture immergée.

Dans la culture en surface , les microorganismes sont culti\;és sur la surface d'un
substrat solide (généralement du son de blé€). Les macro et micronutriments nécessaires 2 la
croissance des microorganismes sont ajoutés et le mélange est humidifi€¢ avec de l'eau et
stérilis€ & 2 atmosphéres pendant deux heures. |

Le pH est maintenu constant en incorporant le plus souvent une soluﬁqn tampon par
vaporisation.

Apres fermentation de 1 & 7 jours, le son sur lequel sont développés. des
micrdorganismes est lavé a I'eau, ce qui permet de récupérer une solution ol sont contenus les
microorganismes, les enzymes et le milieu de culture.

Dans la culture immergée, I'inoculum de microorganismes est mis en solution dans un

milieu de culture stérilisé, le tout est incubé A température constante dans des fermenteurs sous
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agitation.

Le pH du milieu peut étre auto-contrdlant comme il peut Etre maintenu constant par

régulation.

UNDERKOFLER (1966) [221] a fait une comparaison entre les deux méthodes de

culture résumée par le tableau suivant:

Désignations Culture de surface Culture immergée
avantages et
désavantages
Encombrement Important Compact
Travail manuel Important Faible
Pression d'air Tres faible a nulle Importante
d'agitation
Energie requise Tres faible Importante
Contrble Minimal Nécessaire
Problémes de Minimes Sérieux
contamination _
Récupération Demande: Demande:
des produits - extraction avec une - Filtration ou
solution aqueuse centrifugation
- filtration ou
centrifugation
C iti ] ilieu:

Le milieu de culture est constitué essentiellement de la source de carbone a fermenter,
d'azote et d'autres constituants nécessaires pour la bonne croissance du microorganisme et la
fabrication d'enzymes (tels que les thio-oligosaccharides pour le cas des xylanases et d'autres
inducteurs, DEFAYE et al. (1982) [45].

Si la fermentation est réalisée d'une fagon aérobique , 'oxygeéne est aussi un élément
trés important. |

A I'échelle industrielle, ou semi industrielle, les fabricants d'enzymes ne dévoilent pas

les milieux de culture et ceux-ci restent confidentiels, et le plus souvent les conditions
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concernant la fermentation et la production d'enzymes sont différentes et sont déterminées
expérimentalement pour chaque microorganisme et enzyme spécifique.
Malheureusement, un milieu synthétisé pour une bonne croissance des micro-

organismes, le plus souvent ne l'est pas pour une production importante d'enzymes désirés.

I liti le f (ation:
Celles-ci sont comme suit:
-pH’
- température
-agitation
- concentration d'innoculum.
- aération
Conditi i lucti ' .

L'enzyme désiré peut étre fabriqué pendant n'importe quélle phase de croissance du
microorganisme, exception faite pour la phase de latence.

La production d'enzymes peut étre extra ou intracellulaire.Dans le premier cas les
enzymes sont sécrétés a l'extérieur des cellules, tandis que dans le deuxiéme cas ils sont
sécrétés puis restent dans le cytoplasme des cellules. |

‘\D'unc facon générale les enzymes intracellulaires sont probablement produits durant la
phase exponenticlle.

Tous les microorganismes produisent plusieurs milliers d'enzymes 2 la fois.

Typiquement, le rendement en enzymes varie entre 1 2 5% du milieu de culture initial,

AUNSTRUP et al. (1979) [9].

SE I-‘ I ll ! I nlu I ll .

Suivant la nature du microorganisme (levures, bactéries, spores...), la séparation peut

- impliquer différentes méthodes.
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En général‘les levures sont séparées du milieu de culture par centrifugation , alors que
dans le cas des bactéries , la technique de floculation suivie de la sédimentétion est utilisée.

En industrie, l'utilisation des filtres sous vide & tambour suivie d'une autre méthode de
filtration est ﬁéquemmeni employée.

Dans le cas d'enzymes intracellulaires, une autre étape supplémentaire est nécessaire
pour récupérer les enzymes: la désintégration des cellules.

On distingue deux types de méthodes de désintégration:

- méthodes physiques:

e agitation avec des abrasifs (billes de verre)
e cisaillement avec des solides (passage dans une restriction)
. congélaﬁon/décongelation (chocs thermiques)
- méthodes chimiques:
¢ ytilisation de détergents ioniques
e choc osmotique (solution de sel concentrée)
e traitement avec des bases (pH=11212)
* traitement enzymatique (lysozyme).

Pour plus de compréhension, nous a{vons jugé nécessaire de résumer les détails
concernant la fabrication des xylanases dans le tableau 6, ot on constate qu'effectivement , les
conditions de production d'enzymes sont le plus souvent différentes des conditons de
fermehtation.

Une activité des xylanases trés importante a ét€ obtenue en cultivant le microorganisme

Aureobasidium pullulans Y2311-1 dans des conditions de fermentation immergée.
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L'étude ‘comparative et les synthéses concernant les hémicellulases et plus
spéciﬁquement les xylanases et B-xylosidases ne sont pas approfondiés.
Ces derniers temps, beaucoup de recherches ont été éonduites pour purifier, isoler et
produire ces ehzymes a partir de plusieurs souches de microorganismes.
Le terme "hémicellulases” d'aprés DEKKER et RICHARDS (1976) [51], est relﬁtif
uniquement a la dégradation des hémicelluloses et n'inclue pas les glycosidases comme: |
- o-L-arabinofuranosidases
-oet [S-D§ga1actosidases
- o et B-D-mannosidases
- o. et p-D-xylosidases.

- Les enzymes, en plus de leur activité sur les polysaccharides a faible poids moléculaire
(oligosaccharides) sont fréquemment capables d'hydrolyser des petites chaines d'oligomeéres en
monomeres.

Les hémicellulaées typiques sont:
- les L-arabinases
- les D-galactanases
- les D-mannanases
- les D-xylanases.
On remarque que ces enzymes sont toujours mis au pluriel, ceci pour leurs caractéres
endo et exo qui peuvent coexister ensemble.
Souvent dans les préparatioris commerciales d'enzymes telles que les cellulases et les |
hémicellulases a peu de choses pres, tous ces enzymes sont présents et agissent le plus souvent

d'une fagcon complémentaire.

Dans ce travail, nous nous limiterons & décrire les D-xylanases et $-D-xylosidases.
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4-1 Les §-1-3 -D-xylanases: !
Les B—1-3-D-Xylanases sont des enzymes hydrolytiques capables de dégrader les | B-
1-3-D-xylanes en: | - |
- D-xylose pour la forme exo
- D-xylose et D-xylo-oligomeres pour la forme endo,
Ils trouvent leur origine dans plusieurs souches bacfériennes se trouvant dans des

environements marins.

Les tentatives de purification de ces enzymes sont faites en utilisant la précipitation avec

(NH,),S0,, 1a précipitation avec I'acétone, et I'€lectrophorése a pH=28.7 .

4.2 Les p—1-4-D-xvlanases

En fait, le mot "xylanases" se refére aux enzymes aptes & dégrader les B—1-4-D-
xylanopyranosides se trouvant dans les B—1—4-D-xylanes. |

Les deux formes exo et endo existent et sont détectées.

4.2.1 Purification:
Les —1—4-D-xylanases provenant de la secrétion extra%ellulaire des microorganismes
sont séparés en employant une ou la combinaison des techniques suivantes:
- 1a précipitation avec I'éthanol
-la précipitation avec l'acétone
- la précipitation avec 1'alumine
- la précipitation avec du rivanol |
- 'adsorption sur des résines échangeuses d'ions de type DEAE-SEPHADEX
- la précipitation avec le sulfate d'ammonium.
Ceux qui proviennent de l'extraction intracellulaire sont séparés par les techniques
suivantes: |

- 'homogénisation dans le milieu tampon suivie de I'extraction avec le butanol
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- I'ecrasement des cellules avec des billes de verre en milieu tampon
- 1a lyse des cellules avec un détergent |
- etc. -
Les méthodes de séparation et de purification employées pour les xylénaées sont
conventionnelles incluant: |
e la chromatographie échangeuse d'ions |
e la chromatographie 2 perméation sur gel (SEP. EX G-75 4 150; BIQGEL
P100-200).
. l'électroph;)rése ,
‘e la cristallisation
* etc.
4.2.2 Mode d'action:
Le mode d'action dépend de l'origine des microbrganismes.
¢ Origine bactérienne
Les enzymes sont essentiellement de type endo ex.: Bacillus subtilis et
Streptomycetes xylophagus.
La D-xylanase de B. subtilis dégrade la D-xylane et libere initialement les arabino et
xylo-oligoniéres de Dp 1>2, apres prolongation de l'hYdrolyse , le D-xylose aﬁparait |
Pour la D-xylanase de S. xylophagus, la méme chose est constatée mais le L-
arabinose n'est pas produit.
| On rapporte aussi que les dimeres ne sont pas hydrolysés par les enzymes.

¢ Origine fongique:
Les xylanases sont de type exo et/ou endo.

On rapporte dans la littérature que ces enzymes sont difficilement distinguables des
B-D-xylosidases car les deux types d'enzymes sont capables de dégrader les dimeres.

En guise d'exemples, les xylanases produites par A. batatae, et A. niger et

1 Dp : Degré de polymérisation



25

- Coniophora carebella sont de type exo .

e Origine protozoaire

Les cnzymes sont généralement de type endo. Ils dégradent les D-xylanes, afabino-
xylanes, les hémicelluloses, les B-D-oligosaccharides de Dp 2 3 en xylobiose, D-xylose, ot le
xylobiose reste inattaqué. | |

On rapporte que ces D-xylanases ont une plus grande affinité pour les xylanes

linéaires.
4-3 Les B-D-xvlosidases

Nous remarquons que les xylanases du type endo et exo agissent différemment.

- Les Endo-B-D-xylanases, ayant une activité dite viscométrique produisent des
oligoméres a grande majorité.

- Les Exo-B-D-xylanases, ayant une activité dite B-D-xylosidique produiéent des
oligomeres et des monomeres.

Le nom de B-D-xylosidases est reli€ effectivement & 'enzyme de type exo et est

capable de réduire les oligoméres en monomeres.

Les B-D-xylosidases, le plus souvent agissent d'une fagon complémentaire avec les
B-D-xylanases afin de compléter I'hydrolyse des xylanes en xylose (MASARU MATSUO et
al., 1977) [184].

Ces enzymes, a l'instar des xylanases et d'autres enzymes a action hydrolytique

peuvent étre secrétés par plusieurs microorganismes.

Différents auteurs rapportent l'effet inhibiteur du D-xylose sur l'activité des B D-
xylos1dases HILDA et al (1982) [97], RISTOPH et al. (1985) [173].

Dans les tableaux 7 et 8 sont respectivement résumés différents travaux relatlfs aux

propriétés des xylanases et B-D-xylosidases rapportés dans la littérature.

On remarque dans le tableau 8 , que les B-D-xylosidases ont un poids moléculaire
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moyen de 26000 a environ 100000.

Les essais d'hydrolysc du xylane avec ces enzymes se sont avérés négatifs, par
contre I'hydrolyse des xylo-oligomeres de degrés de polymérisation variés est possiblc; ce qui

met en évidence le caractére exo de ces enzymes. - .
| | |
4-4 . . . ‘ |
D'aprés WILLIAMS et al. (1981) [236], plus de 100 bactéries isol€es & partir des

ruminants sont étudiées dans le but de détecter leur capacité a8 dégrader les polysaccharides.

On constate, d'apres cette étude, que les polysaccharides sont dégradés avec les taux

suivants:
Polysaccharides Intervalle du - Taux moyen
taux de dégradation (%) (%)
Xylanes 5-95 38
Arabinanes | 5-82 43
Galactanes ’ 2-38 18

MORRISON (1975) [143], étudia quant 2 lui ces hémicellulases en isolant une
~ xylanase pure dont les conditions hydrolytiques sont:

- température optimale: 30°C

- pH optimal: ~7

- température de stabilité: 4 - 37°C.

Par ailleurs DEHORITY (1968) [46] étudia l'action de ces hémicellulases sur

différents substrats et trouva les résultats suivants:
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Substrat . % Dégradation
Hémicelluloses 71-94
Xylane pure 62-70
Carboxymethyl 28 - 48
cellulose (CMC) '
Cellodextrines 94 -95

Ces résultats sont confirmés par BRICE et MORRISON (1982) [26] sur les
hémicelluloses du seigle, et par DEKKER et RICHARDS (1982) [50] sur le foin.

5. Producti | 6 ' . icellulaires:

La production de protéines d'organismes unicellulaires plus connues sous le nom de
SCP (Single Cell Proteine), donné pour la premiére fois par les chercheurs du MIT en 1968, a
fait et fait & présent I'objet de plusieurs recherches.

Plusieurs revues de la littérature concernant la production des SCP ont ét€ faites,
MORGEN (1979) [141], FAUST (1979) [66], ERICKSON et al. (1981) [63], KURAISHI
(1979) [117]. GOW et al. (1974) [85] .

Plusieurs procédés existent et sont soit a I'échelle pilote, soit a 'échelle industrielle afin
de produire ces protéines dites non conventionnelles.

Ces derniers utilisent des substrats aussi nombreux que variés allant d'effluents
industriels de pates et papier (Procédé Pekilo), ROMANTSCHUK et LETHTOMAKI (1978)
[176}, jusqu'aux procédés utilisant le méthanc; le méthanol (Pfocédé ICI, Shell ctBP), LAINE
et CHAUFFAULT (1974) [118].

L'utilisation des carbohydrates dans les procédés de fabrication des SCP est rarement

discutée.
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Certaines unités de production des SCP ont été développées utilisant des levures ou
des microorganismes filamenteux, a I'échelle industrielle, voir tableau 9.

Plusieurs especes de microorganismes protéiniques ont été cultivées, comme
Aspergillus sp., READE et SMITH (1973) [170], Aspergillus fumigatus, GREGORY §(1980)
[87], Choetomiuni cellulolyticium MOO-YOUNG et al. (1979) [139], Fusarium monoliforme
DROULISCOUS et al. (1976) [58].

Divers résidus agricoles ont ét€ utilisés pour des fins de production des SCP et qui &
I'heure actuelle se situent soit & 'échelle du laboratoire ou a 1'échelle pilote, voir tabléau %10.

Récemment plusieurs études faisaient état de la production des SCP avec des béctédcs
cellulolytiques variées & partir de déchets de cellulose, CALIHAN et al. (1971) [27], DUNLAP
(1975) [61], HAN et al. (1971) [93], THAYER (1975) [211], THAYER et DAVID (1978)
[212].

D'autres auteurs ont utilisé les extraits a I'eau de caroube comme substrat pour faire
croitre Fusarium monbliforme , DROULISCOUS et al. (1976) {58].

D'autre part, la levure S. fibuligera importante pour son activité amylolytique a été
. cultivée afin de ;ﬁroduire des SCP a partir des déchets d'amidon de pommes de terre en co-
culture avec Candida utilis, JARL (1969) [104], POLIVKA et ZELINKA (1969) [160],
LEMMEL et al.(1979) [125] , TVELT (1967) [219].

Plusieurs obstacles existent quant a l'utilisation économiquement raisonnable et
toxiquement acccj)table de ces substrats.

Ces obstacles sont:

- I'origine du substrat

- sa présence en quantités suffisantes

- le besoin de prétraitements et enlévement de produits toxiqués néfastes.

- la disponibilité partielle de ces substrats suivant les saisons.

- la variation de la composition du substrat chimiquement et biochimi-

quement dans le temps.
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- les problémes de contrble de qualité.
Comme ces désavantages coincident rarement , pour leur faire face , la fabrication des
SCP a partir des déchets n'est effectivement économiquement faisable que dans certaines

conditions.

Le choix du mi I

Ce choix est critique et dépend généralement de plusieurs facteurs.

Pour des substrats simples tels que les carbohydrates , S. cervisiae et Candida utilis
présentent un choix des plus intéressants en raison de leur utilisation comme ingrédients pour
l'alimentation et ce depuis fort longtemps.

Cependant, méme avec ces microorganismes, des études toxicologiques doivent étre
entreprises avant une production intensive des SCP, si ceux-ci sont produits avec des substrats
carbohydratés différents de ceux purs. |

Les critéres que doivent posséder les microorganismes choisis pour la production des
SCP sont les suivants:

- le rendement par rapport au substrat doit étre élevé.

- l'utilisation de facteurs de croissance est non requise.

- 'utilisation de températures de fermentation et de croissance doivent étre acceptables
afin de minimiser le probleme de refroidissement du fermenteur.

- la croissance sous des conditions non aseptiques et contrdlées doit Etre envisagée.

- 1a croissance et le maintient des caractéristiques biologiques sous des conditions de
fermentation a grande ééhellc sont possibles.

- la teneur en protéines utilisables doit étre élevée.

En plus de toutes les études techniques et économiques de faisabilité, des études
d'acceptabilité des SCP comme apport protéinique sans danger pour la santé tant animale

qu'humaine doivent étre entreprises systématiquement , et ceci sur de longues périodes.



- CHAPITRE 2

PRETRAITEMENT THERMO- MECANO-
CHIMIQUE EN PHASE AQUEUSE

Les biomasses utilisées dans le cadre de cette étude font partie des graminées.En
I'occurence il s'agit de:
- Tiges de mais (Agriculture Canada-Lennoxville),
- Stipa tenacissima (communément appellée Alfa) en provenance des régions
semi-désertiques d'Algérie. |
Ces deux biomasses sont séchées puis réduites 2 une granulométrie moyenne inférieure
a0.5 mm. | | |
Les analyses chimiques faites sur les biomasses initiales sont comme suit, sur une base

séche de la biomasse.

1.1 Analyse €lémentaire

Biomasses C H "N Cendres Autres
% | % % % %
Tiges de mais. 4510 | 574 | 115 7.06 40.95

Stipa tenacissima 47.20 6.22 0.69 3.10 42.79




1.2 Analyses des polymeres
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Biomasses Lignine Extraits Holocellulose a-Cellulosei Hémicelluloses!
Alcool- :
% Benzéne % % % %
Tiges de mais 16.40 18.40 58.20 29.00 29.20
Stipa tenacissima 18.00 7.00 71.00 37.00 34.00
1-3 Analyses des sucres
Biomasses Arabinose | Xylose | Mannose | Galactose] Glucose |Somme
% % % Yo %o %o
Tiges de mais 3.37 13.67 0.93 1.65 37.00 56.62
Stipa tenacissima 3.40 15.68 0.32 1.25 47.35 68.00
1.4 Analyse des pentosanes et groupements méthoxylés
Biomasse Pentosanes Moyenne Groupements
méthoxylés
Tiges de mais 18.00 19.00 1.90
20.00
Stipa Tenacissima 19.10 20.55 2.00
22.00

|

1Les hémicelluloses

celluloses

sont obtenues par différence entre holocelluloses et a-
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2- D ipti fe | ill

La valorisation de matiéres lignocellulosiques est vue sous une approche fractionnée ot
chaque famille polymérique est séparée d'une maniére séquentielle sélective et controlée.

Ceci requiert un appareillage adéquat et des conditions telles que la composition
chimique des macromolécules résultantes ne soit pas altérée par rapport i I'ensemble
polymérique initiale, en évitant la dégradation thermique et la forte substitution des
groupements fonctionnels des entités chimiques de la biomasse. |

Pour ce faire, 'utilisation de la PDU ( unité de développement du procédé) utilisant le
procédé UdeS-H (KOEBERLE et al. (1984) [114] est un matériel par excellence pour les buts
fixés.

Le procédé U de S-H utilise une voie de prétraitement thermo-mécano-chimique en
phase aqueuse opérant en semi-continu.

Ce procédé constitue une alternative aux approches:

- explosion 2 la vapeur, dérivé du procédé Mason
- cisaillement & I'aide de systmes d'extrusion, dérivé du procédé Asplund.

Ces approches sbnt connues au Canada sous le nom Delong-Iotech et Stake
respectivement (KOEBERLE et al. (1984) [114].

Le procédé U de S-H consiste a effectuer le prétraitement de fagon semi-continue par
pompage de la suspension de la biomasse a travers des conduits ol la défibration et peut étre
méme une certaine défibrillation peuvent étre accomplies dans des conditions rhéologiques
acceptables.

L'unité de développement du procédé se présente sous différents modules constituant
les composantes principales.

o Modulé de concentration de la suspension:

Par recirculation 2 travers une vanne de cisaillement, on facilite 'homogénéisation
de la suspension aqueuse et une certaine défibration, ceci se manifeste par une pompabilité

“accrue de la suspension.



38

e Module d'injection de vapeur:

La suspension est rapidement chauffée par injection de vapeur saturée ou

légérement surchauffée provenant d'une bouilloire électrique.
e Module de cisaillement:

La suspension déja chauffée et pompée 2 une plus haute pression pour un laps de
temps. Une détente contrblée par une vanne de défibrillation force des changements
structuraux au sein de la biomasse.

e Module de réaction secondaire:

La biomasse "éclatée" passe a travers un réacteur tubulaire a temps de résidence
variable afin de permettre aux différentes réactions chimiques et de solubilisation de s'y
- produire. Des catalyseurs peuvent étre injectés comme l'acide sulfurique ou autres avant cette
section, on parlera alors d'hydrolyse acide. Si il n'y a aucun catalyseur ajouté on parlera
d'autohydrolyse. |

- e Module de récupération de produits:

Dans ce module la suspension est séparée de la vapeur par une detente "flash".Cette
derniére est condensée puis récupérée.

11 faut mentionner que la suspension prétraitée est neutralisée avec une solution ch
NaOH, s'il s'agit d'une hydrolyse acide , juste avant ce module .

| Le diagramme d'écoulement de 1'unité de développement du procédé UdeS-H est
schématis€ dans la figure 3 et les photos (1 et 2), appendice E.

3- Méthodologi e tale - Grill lisé
Les expériences réalis€es dans le procédé UdeS-H doivent suivre préalablement les
étapes de:
- broyége fin de la biomasse (< 0.5mm)
- mise en suspension, ol I'imprégnation s'effectue pendant environ 10 heures a ia

température ambiante avec de I'eau (20°C), ou bien 1 a 2 heures avec de I'eau un peu chaude
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(70°C).Le pourcentage des solides dans la suspension estde 7 2 10% pondéral.

3.1 Parametres opératoires pour le fractionnement
Les parametres d'opération suivants ont été fixés:

e pression dans la zone de préchauffage: 34 atmospheres

e pression dans la zone de cisaillement: 170 atmospheres

dimension caractéristique des particules: < 0.5 mm.

débit d'alimentation: ~ 1 1 /min.

pourcentage de solides dans la suspension: 7 2 10% pondéral

concentration H,SO,: 0.0-2.0% pondéral (par rapport & la biomasse séche).
Les paramétres a faire varier sont:
e la température dans le réacteur secondaire

e le temps de résidence dans ce dernier.

3-2 Protocole expérimental du déroulement d'une expérience tvpique
‘ Suivant qu'on a 3 traiter les tiges de mais ou Stipa tenacissima, il y a eu de légeres
modifications.

Pour les tiges de mais, la suspension est mise dans I'alimenteur puis dans le module de
recirculation, oli on facilite son homogénisation durant un certain temps.

Préalablement, on aura lavé la PDU a l'eau, afin d'enlever toute particule indésirable
qui resterait collée au syst€me, ensuite, on arﬁmorce les pompes d'acide et de base, s'il s'agit
d'une hydrolyse, on laisse stabiliser le systéme jusqu'a ce que le pH de l'eau i la sortie du
réacteur soit d'environ 6.

On augmente alors la température & la valeur désirée et on la laisse constante, alors on
met le systéme en circulation, pendant 2 min. Quand la suspension qui sort du module de

récupération des produits prend un aspect plus visqueux (on est siir que toute 1'eau de lavage

est évacuée, et que la suspension ait pris sa place dans le systtme), on commence alors &



récupérer lcs' produits pendant ~ 20 s. |
Pour le cas des prétraitements acides, on arréte la pompe de la base, et on laisise
s'écouler quelques secondes afin de s'assurér que la suspcnsion est redevenue acide, alors %)n
préléve un petit échantillon de suspension (=~ 30 cm?) traité; pour mesurer im‘médiatemend le
Le pH correspond a l'abidiﬁcation avant la neutralisation incluant I'acidité liée 8 H,SO,
introduit et aux acides organiques libérés par franctionnement 2 la température de réaction.

Apres la neutralisation , le pH:ﬁnal de la suspension estde 42 5.

Parallélement, on récupére un échantillon de vapeur et on mesure son pH. Celui-ci est
d'environ 3.

Pour réaliser une autre expérience a une autre tempéfature, on met le systtme en
recirculation, on fait écouler de l'eau pour laver le réacteur et on recommence les étapes
précédentes. |

Pour le cas de I'Alfa, c'est exactement la méme procédure, sauf qu'il est impossible de
réussir une expérience sans munir l'alimenteur d'un agitateur qui puisse farasser
continuellement la suspension et 'empécher de décanter et boucher le syst¢tme. Ceci fa¢ilite sa

"pompabilité".

3_3 G -" E . I l I.l. E

Durant nos expériences, on a fait varié la température de 120 & 240°C ceci pour un
certain temps de séjour‘et une concentration d'acide bien déterminés. Les temps de séjour
utilisés sont compris entre 40 a 245 s, tandis que la concentration d’acide est comprise entre (
et 2% pondéral.

Pour les tiges de mais, les expériences sont codées comme suit:

FMBK-#-
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ol F: Fractionnement
M: Mais
BK: Belkacemi Khaled
#: Node l'expérience.
Pour Stipa tenacissima ce code est comme suit:
FABK-#-.

La signification des symboles est le méme sauf pour A, A: Alfa

3-4 Protocole analytique:

La suspension traitée est filtrée, le filtrat contient les hémicelluloses solubilisées, une
partie des extractibles tels que les terpenoides et les flavonoides, ainsi qu'une pﬁe de la
lignine. |

Le "giteau" est lavé a l'eau chaude, afin d'enlever les particules adsorbées aux fibres.
Cette eau de lavage est mélangée 2 la fraction liquide précédente.

Le "gateau" résiduel lavé, est séché 2 I'étuve 2 60°C, pendant 24 h , pour y subir les
différentes analyses.

Le filtrat global frais est stocké & ~4°C pour y subir différentes 4ana1yses.

Rapelons qu'il est nécessaire de procéder a l'analyse des extraits frais, afin d'éviter
l'influence des fermentations sur la précision des analyses aussi bien qualitaﬁvement que
quantitativement.

Le résumé des étapes analytiques pour aboutir & la "conversion" de la biomasse pour un
échantillon donné est représenté par la figure 4. |

Le résumé du protocole analytique pour analyser le "giteau" et le filtrat est représenté
par les figures 5 et 6 respectivement.

Les vapeurs condensées récupérées pour les hautcs sévérités, sont stockées a ~ 4°C,

pour y subir les analyses.
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Echantillon
Wy, [C]
FILTRATION SOUS VIDE
GATEAU 1 FILTRAT 1
@¢—— Séchage 24 105°C, 24 h.
§—— Broyage < 0.5 mm
4— Humidité H;
LAVAGEAU
SOHXLET
(Eau chaude)
GATEAU 2 »  FILTRAT 2
: \ J
lg——— Séchage 260°C, 48 h FILTRAT TOTAL
¢—— Humidité H, v
Evaporation a sec,
50°C
Y
Pesée Pesée
v .
w Wy
g2 sec Correction diie
au sel Na 2804
"Conversion" =
Worsee + Wi Wi
. I;‘igure 4. Etapes analytiques pour déterminer la "conversion"



ECHANTILLONS DU GATEAU 2

HOLOCELLULOSE

O . CELLULOSE

HEMICELLULOSE

1- Les hémicelluloses sont déterminées par différence entre
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EXTRAITS
ALCOOL-BENZENE

CENDRES

LIGNINE

Figure 5.  Analyse des résidus solides

T'holocellulose et o-cellulose.




| FILTRATS

ANALYSE DES SUCRES
PAR G.C.

4

Evaporation a sec d'une
quantité connue

'

Post - hydrolyse

'

Neutralisation avec Ba(OH)Z ,pPH=610.2

v
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Centrifugation 1
Solide 1 Sumnageant 1
k—— Eau ‘
Centrifugation 2 — Surnageant 2 — Surnageant
Solide 2 Filtration milipores
045 pm
BaSO4
Evaporation 2 sec
y
Silylation

T

Figure 6. Analyse des filtrats

Chromatographie G.C.
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3-5 Les méthodes d'analyses adoptées pour cette étude
Les méthodes d'analyses utilisées pour chaque expérience afin de quantifier les

différentes entités chimiques et polymériques sont résumés par le tableau 11.

Produits chimiques Méthodes analytiques
Extraits : : ’ Extraction au sohxlet
Alcool-Benzéne

Extraits Extraction au sohxlet

eau chaunde

Lignine Méthode humide ()
Holocellulose Méthode humide )

o -cellulose Méthode humide (3)

' Hémicelluloses | Par différence entre Q) et 3)

Cendres Calcination

Sucres monomeres Chromatographie en phasé gazeuse

(G.C Wide Bore)

Vapeurs condensées v HPLC (Monomegres)
Oligomeres HPLC (Oligomeéres)

Tableau 11. Méthodes analytiques utilisées

3-6 Méthodologie de calcul adoptée
3-6-1 Calcul de la "conversion"
Pour minimiser les erreurs dans le calcul de la "conversion”, le raisonnement suivant est
considéré:
- pour chaque ensemble d'expériences, on récolte un échantillon non traité pour vérifier le

pourcentage de solides dans la suspension.
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- on doit tenir compte a chaque fois de la quantité de sel introduit, qu'on czloit soustraire
du bilan relétif va la biomasse. |
Pour comprendre la procédure, prenons un excmplé de calcul:
Echantillon FABK-19.
Débit de la pompe d'acide: 47.5 cm3/min .
Concentration d'acide: 28.37 g/l.
Débit de la pompe de la base: 47.5 cm3/min.

Concentration de la solution NaOH: 23.12 g/l .
Quantité de suspension récupérée: W, = 300.0 cm3.

| La réaction de neutralisation est :
H,SO, +2 NaOH — Na,SO, + 2H,0.

Si on considére que la masse volumique de la suspension est celle de 'eau p = 1.0 g/em?
(suspension diluée 2 7%) et connaissant le débit de la pompe d'alimentation, alors le temps
requis pour récupérer 300.0 cm3 de suspension traitée est:

| 300.0 x60/1000 = 18 s.

La quantité de NaOH introduite est: 47.5 x 18/60 = 14.27 cm3 correspondant 2 0.33 g

NaOH. | | |

D'aprés la réaction:

80 g NaOH — 142 g Na,SO,

142 x 0.33

033¢g
03g.—) %0

=058¢g Nast 4

Si on suppose que la totalité des sels se retrouvera dans le filtrat séché, alors la quantité

corrigée de ce dernier sera exprimée par celle obtenue par pesée moins la quantité de Na,SO,

formée, soit:
W, = Wf -Sel = 527-058=4.69¢

et la "conversion" sera:
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W |
" . "o fC — 4.69 .-I
Conversion" = W x 100 = m x 100 ='35.4%
2Sec

au lieu de 39.09%, sans tenir compte du sel formé, soit urie erreur relative de 7% Qui n'est paS
a négliger.

3-6-2 Méthode de calcul des hémicelluloses solubilisées via l'analvse des
résidus solides: | |

Connaissant 1'analyse de la biomasse de départ et apres le ﬁrétraitement, il est
poss‘ibie de quantifier les différents polyméres solubilisés. |
| La connaissance supplémentaire des cendres solﬁbih'sées corrigées en tenant compte
des sels introduits sur la masse totale du filtrat sec obtenu, permet de déterminer les quantités -

des hémicelluloscs solubilisées.

Le calcul est comme suit: |
POIymérc(l’s) = POIymérC(l,o) = (1 - "Cdnv")lx POlyméI'C(m) [l]

exprimé en % biomasse initiale.
od : Polymerejy): itme polymére solubilisé
Polymere,r): i*me polymeére résiduel

Polymérc(i,o): itme polymere initialement présent dans la biomasse.

Etant donné qu'on récupére W + Wg. grammes de biomasse sur une base

82Sec

séche, alors la quantité de polymere; ) précédente est ramenée 2 cette dernitre quantité de

biomasse récupérée, soit:
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Polymere 9= [Polymére(o) - (1-"conv.") x Polymére(r)]x(Wgzse:ch)/ 100 2]

exprimée en g/g biomasse récupérée.

Et finalement, les hémicelluloses solubilisées sont exprimées par:

[W,_- 2 Polymére i) - Cendre  1x100

Hémlcelluloses(s) = W +ch _ [3]

82Sec

exprimée en % biomasse initiale.
3-6-3 mmgmmmmmmmﬂuum
hémicelluloses via l'analyse des filtrats par G.C.:
Les analyses nous donnent la quantité des sucres en (mg) se trouvant dans une
quantité déterminée du filtrat sec. |
11 est donc possible de connaitre la quantité solubilisée de chaque polymere sucré
sur une base de 100 g de biomasse initiale.

La formule de.calcul est:

\'

Sucre ., solubilisé Sucre,.(mg ) f
® S ) - x x 100 [4]
% biomasse Filtrat sec (mg ) ngSe: Wi )
Les hémicelluloses solubilisécs seront approximées par:
Hémicelluloses (s) = ‘IZ Sucres(i)solubilisés [5]

(%) de biomasse séche

En faisant cette approximation, on considere que le glucose solubilisé provient de la
solubilisation des glucanes des hémicelluloses, ceci est valable pour les prétraitements de faible

. a moyenne sévérité.
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Pour le cas des tiges de mais traitées avec 2% pondéral d'acide & T = 240°C, t =
2.07 4 4.13 min, on ne peut pas faire cette approximation car le prétraitement a induit‘ la
solubilisation d'une certaine quantiié de cellulose relativement plus importante par rapport aﬁux
autres expériences.

11 faut aussi préciser que les hémicelluloses exprimées ainsi ne ti_ennent pas compte
des groupements uroniques solubilisés, mais, ceci n'influe pas beaucoup sur le résultat & cause
de deux raisons: |

- les acides uroniques sont difficilement hydrolysables, par conséquent la plus
grande quantité se situera dans les fibres

- leur quantité est ~ 3% pour les deux biomasses.

| Les détails relatifs aux analyses et les résultats des différentes expériences sont
repértoriées dans les tableaux donnés en appendice A .

La solubilisation des hémicelluloses par prétraitement thermo-mécano-chimique
depend de plusieurs variables a la fois , il est donc difficile de représenter les résultats sous
forme graphique facilement interprétable. |

Cependant , il est possible de représenter les résultats de l'optimisation
experimentale de la récupération des hémicelluloses en fonction de la concentration d'acide

ajouté ,voirles figures 7et 8.

5 - Interprétation des résultats expérimentaux :
D'aprés nos résultats sur le prétraitement thermo—mécanb-chimique des résidus
agricoles, tiges de mai’s et Stipa tenacissima, il s'avére que les conditions du prétraitement ont

une influence majeure sur la solubilisation des différentes entités polymériques de la biomasse.

L'incorporation d'un acide supplémentaire (H,SO,), durant le prétraitement augmente

la solubilisation de polymeres mais induit aussi des réactions secondaires indésirables telles que
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ssima

Tiges de mais

0.33 1

Acide (% w/w blomasse séche )

Figure 8. Rendement optimum en
hémicelluloses - cas des tiges de mais
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la recondensation des carbohydrates sur la lignine formant une lignine apparente insoluble dans
les acides forts.

La dégradation de ces mémes sucres en furfural et ses dérivés n'a pas ét€ détectée ni

| dans les filtrats ni dans les vapeurs condensées, ceci est dii a la faible concentration d'acide

 utilisée 0.00 & 2.00% poids/poids de biomasse séche, correspondant 2 0.0 & 0.2%
poids/volume de la suspension et le temps de réaction relativement court; en conformité avec
les résultats trouvés dans la littérature.

La perte des hémicelluloses au cours du prétraitement, aux conditions élevées de
température , temps de résidence et la concentration d'acide serait vraisemblablement due 2 sa
recondensation sur la lignine, car on a remarqué, que d'une maniére générale, la lignine Klaison
augmentait avec les conditions sévéres de traitement .

Cette perte serait aussi die aux nombreux produits volatils tels que les acides
organiques, écétique entre autres et le méthanol , I'ethanol qui ne sont pas quantifié€s dans cette
présente étude.

A mesure que I'on augmente en sévérité de traitement , la présence des monomeres et
des oligomeres devient plus prépondérante au détriment des polymeres dans les filtrats, ce qui
démontre la nature trés complexe de la solubilisation de la biomasse ol de trés nombreuses
réactions oﬁt lien, simultanément et/ou concurentiellement.

Nous avons remarqué, que pour le cas des tiges de mais, on peut récupérer environ
60% des hémicelluloses et ceci pour des conditions optimales de traitement se traduisant par la
solubilisation de 80% du xylose potentiellement existant, représentant un maximum absolu ,
(voir tableaux des résultats , appendice A).

Pour le cas de stipa tenacissima, on peut récupérer environ 70% des hémicélluloses et
ceci par auto-hydrolyse, sans incorporer un acide supplémentaire, dans les conditions
optimales de traitement se traduisant par une solubilisation intégrale du xylose potentiellement
existant dans la biomasse (voir tableaux des résultats , appendice A).

Ce méme pourcentage de récupération peut €tre pratiquement obtenu en incoi'porant
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0.5 % pondéral d'acide, en diminuant la température du prétraitement et/ou le temps de
réaction. |

L'incorporation d'environ la méme quantité d'acide, pour le cas des tiges de mais
n'augmente pas substantiellement la solubilisation des hémicelluloses par rapport a
'autohydrolyse, voir les figures 7 et 8.

Nous croyons que ces différences sont diies fondamentalement 2 la structure méme de
ces matériaux lignocellulosiques, la maniére comment les différentes entités chimiques sont
li€es entre elles, et la composition chimique propre & chacune d'elles, surtout le pourcentage
des cendres qui pourrait avoir un rdle non négligeable.

En effet, il faut plus d'acide pour vaincre le pouvoir tampon des cendres sur le pH,
durant I'hydrolyse. HARRIS et al. (1985) [95], ont fait mention de ce phénoméne et
l'appelérent pouvoir neutralisant de la biomasse.

L'intégralit¢ du xylose potentie] peut €tre mis en solution pour le cas de Stipa
tenacissima alors que 80% du xylose l'est pour les tiges de mais. Ceci peut &tre expliquer par
la quasi-linéarité de lé xylane de Stipa tenacissima, plus accessible a I'attaque des protons, alors
que celle des tiges de mais, branchée et substituée 1'est moins . |

Notons qu'en auto-hydrolyse, environ 1/3 de la lignine se trouve solubilisée. Ceci est
spécifique au procédé UdeS-H, TORRES et al. (1986) [215].

Un autre fait & signaler, est la nécessité de travailer & court temps de résistance et hautes
températures avec des acides trés dilués contribuant ainsi & éviter des réactions de
déshydratation des produits, FEATHER et HARRIS (1973) [67], HARRIS (1975) [94].

Dans la plupart des travaux faits dans la mérﬁe optique, on utilise des temps de
réactions plus long de 10 2 > 100 min, et des températures 80 a 150°C, alors que dans notre
cas, les temps se situent entre 0.7 et 4.5 min, et les températures entre 120 et 230 2 240°C, et le
spectre de produits risquerait donc d'€tre différent en quantité et en qualité.

Dans le texte, on a toujours mis le mot conversion entre guillemets, céla est voulu, car

la "conversion"” est basée sur les produits solides restant sur les fibres de la biomasse et ceux
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mis en solution recueillis aprés prétraitement, elle ne part pas de la quantit€ de biomasse mise
en suspension initialement.

Dans les bilans, voir tableaux des résultats de prétraitements (appendice A), 1a quantité
recueillie totale sur une baéc séche: Wy, ... + Wy comparée & WxPCT1 (qui est la vraie
quantité de biomasse séche introduite) sont différentes surtout quand la température est plus
Elevée. |

Cette différence est due & deux raisons principales:

- Effet de dilution due & la vapeur condensée.
- Erreurs syst€matiques et expérimentales dues aux pertes engendréels lors des

*

évaporations des résidus, ou les produits volatils se trouvent perdus.
- Conclusion du chapitre :

L'interprétation graphique des résultats expérimentaux en fonction des différents
parameétres influant la solubilisation des hémicelluloses par prétraitement thermo-mécano-
chimique est rendu difficile . Il est donc important de pouvoir trouver une représentation du
profil de solubilisation des hémicelluloses en fonction d'une coordonnée cinétique mesurant en

"quelques sortes" la sévérité du procédé.

1 PCT : Pourcentage des solides dans la suspension



CHAPITRE 3

COORDONNEES CINETIQUES - SEVERITE R,

1 - Introduction:

On a vu dans le chapitre précédent , qu'il est difficile de décrire le processus global de
solubilisation des hémicelluloses par prétraitement thermo-mécano-chimique en phase aqueuse
graphiquement & 1'aide d'une coordonnée réactionnelle & cause de T'effet simultané de plusieurs
paramétres ou variables.

Dans des procédés ol des myriades de réactions peuvent avoir liey, il est souvent utile et
plus simple de décrire le processus global par une seule coordonnée cinétique qui mesure leur
sévérité.

Cette coordonnée cinétique permet de comparer et de situer le résultat global du procédé ,
pour différentes conditions de température et du temps . |

Ainsi, par exemple dans l'industrie de transformation du charbon, et des bitlimes, on

utilise le facteur Ry qui permet d'avoir un ordre de grandeur sur la sévérité du procédé

WHITEHURST (1986) [234].

t

Rg =] tu exp CE/Ref() dt
0 [6)
ot f(t) = T(t)

Dans les procédés de pates et papier, on utilise souvent le facteur H, qui combine la

température au temps de cuisson, VROOM (1957) [228].
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Le développement de ce facteur H est basé sur le fait que la réaction est considérée

d'ordre 1 et qu'arbitrairement, la constante de vitesse relative est 'unité & T =100°C.

Cette constante relative du taux, & suit la relation d ARHENIUS
: A
In k=B-% \ [71

AT=100C , k=1

et 0=B-16113/373
ce qui donne B =43.2,

et k. aune autre température est donn€e par:
k. =exp(43.2 - 16113/T).

Pour n'importe quel cycle de cuisson, on peut avoir k. vs temps et l'aire sous la
courbe obtenue mesure la sévérité du procédé désignée par le facteur H.

BRASCH et FREE (1964) [25], développérent un autre facteur similaire au facteur
H, en supposant que la réaction mise en jeu double pour une augmentation de température de
10°C.

Ces deux auteurs supposent aussi que k;elaﬁf est l'unité pour une température de

base arbitraire de 100°C.

| (T - 100)
Pr = exp—7=3 (8]
ct
T -100 (o]
P=P.I.xt=exp (-1—4-»—’75_) *t Q

ou: T, : température de réaction
P: facteur de BRASH et FREE

et le facteur P exprime la sévérit€ du traitement.
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OVEREND et CHORNET (1988) [148] sont partis du facteur Py de BRASH et

FREE (1964) [24] et l'appliquent pour un cas de réaction non isothermique.

Clest exactement le méme principe que le facteur P.
0" % T [10]

Pour des expériences faites en autoclave, il est possible d'avoir un tel profil de

température avec le temps

—

b °C/mi
Tamb
L
T(t) - 100
= A 11
R, (')[ gxp( TG )dt (11}

Pour le cas d'un procédé isothermique ol la température est constante durant la
durée de la réaction :
T£T®

alors ,
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Y
T(®) - 100
R ~g xp (e s )dt =exp (L) 1475 )j “at (121

Comme t; représente le temps de réaction dans un procédé isothermique alors :

Ro=exp (77500t | [13]

Les expériences de prétraitement de Stipa tenacissima et les tiges de mais , réalisées
dans le procédé UdeS-H , ont été conduites d'une fagon isothermique , si on néglige la phase
d'élévation de la température relativement trés courte , ol on atteint la température désirée trés
rapidement. |

Ainsi, en combinant l'effet de la température et du temps pour une concentration
d'acide donnée , on peut obtenir un profil de solubilisation des hémicelluloses en fonction de
Rg , comme le montre les figures 10 et 12,

On met en évidence clairement l'effet de la concentration d'acide sur la
solubilisation des hémicelluloses.

Le méme effet est remarquablement mis en relief pour le cas des hémicelluloses
récupérées , voir figures 9 et 11 . Celles - ci représentent les hémicelluloses quantifiées par
chromatographie en phase gazeuse sur les filtrats obtenus. |

D'aprés la figure 11, on récupére le maximum des hémicelluloses ( 70 % ) , pour
une sévérité de traitement exprimée en termes de Rp un peu plus superieure & 107 min, dans
les conditions d'auto-hydrolyse ( sans apport d'acide ), pour le cas de Stipa tenacissima.

Pour le cas des tiges de mais , les figures 9 et 10 montrent les mémes profils de
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'NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
2 la main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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solubilisation que dans le cas de Stipa tenacissima.
En termes de récupération des hémicelluloses , on obtient un renderrent maximal

de 60 % et ceci pour Ro>107 min et 1% d'acide , pour le cas des tiges de ma’s .

Pour vérifier si l'effet de la concentration d'acide surr la solubilisation des
hémicelluloses peut Etre mis en relief avec le concept de sévérit€ Rg sur d'autres biomasses ,
on a utilisé les résultats trouvés dans la litterature traitant de la solubilisation des hémicelluloses
pour quelques bois et d'autres graminées dont les conditions de traitement sont répertoriées
dans le tableau 12.

Les figures 13 i 18, montrent effectiverment le méme effet observé sur nos réSultats!
- _Conclusion hapitre:

Le concept de ce facteur est utile et il permet de donnef une valeur intuitive pourla
compréhension des procédés et leur déroulement. |

Ainsi, on peut, peut étre s'attendre aux mémes effets quantitatifs en termes de
rendement ou conversion suivant le fait qu'on travaille avec des temps longs et températures
basses ou bien avec des temps courts et températures élevées.

Dans notre approche de fractionnement, l'utilisation de catalyseurs comme les
acides est fréquente . Ces derniers influent , comme on I'a montré , sur le profil de
solubilisation des hémicelluloses. |

On se pose la question suivante : " existe - t - il une maniére comment inclure la
concentration d'acide dans le concept de facteur R afin d'unifier leffet de la température , du
temps et de 1a concentration d'acide en une seule coordonnée représentant la sévérité du

procédé 7" , c'estce qu'on traitera dans le chapitre suivant.
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
2 1a main . Elles ne constituent en aucun cas des mod2les cinétiques .
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hémicelluloses en fonction de
Ro , cas du tremble

3 la main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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CHAPITRE 4

SEVERITE DU PROCEDE LIEE A L'EFFET CATALYTIQUE
DE L'ACIDE ’

1 - Introduction:

Dans le chapitre précédent , on s'est pos€ la question s'il existe une maniére de faire
incluré I'effet de la concentration d'acide en combinaison avec le facteur Rg , ceci afin d'unifier
l'action simultanée des variables telles que le temps de réaction , 1a température de réaction et la
concentration d'acide et décrire ainsi la sévérité du prétraitement. |

Récemment , CHUM et al. (1989) [34] , avaient défini et proposé un facteur
tehant compte de l'effet catalytique de I'acide dans leurs travaux sur la délighification des

matériaux lignocellulosiques par des solvants organiques acidifi€s, afin de corréler leurs

résultats.
Ce facteur est défini comme suit:
log (R ,(corr)) — pH . [14]
T
. (T, -2 et 'T—)
ob: log (Rax(corr)) = log (R ;) = 51 rE—
T -T
‘R, = exp (—g—2)At
! 2
_ RT ‘
E

Tb =373 K et Tf est une température choisie comme une moyenne des



températures normalement utilisées expérimentalement. ‘
Partant de I'hypotheése que le pfocessus suit une pseudo-cinétique d'ordre 1, ils ont
défini une corrélation lineaire de la forme :
| In(—In (1 - conversion )) = A[log (R ,(corr)) — pH] + B
et ont appliqué cette derniere relation & quelques résultats expérimentaux suf le prétraitement

acide de Populus tremuloides .

2 - Sévérité du prétraitement Ro!:
Dans un méme souci de considération de l'effet simultané des variables:
- température
- temps
- concentration d'acide
on a défini une autre approche similaire a celle de CHUM et al. , afin d'établir le facteur de
sévérité qui pourrait correler nos résultats expérimentaux et ceux des autres recherches.
Cette approche est basée sur les considérations suivantes:
- la réaction globale observée au cours du prétraitement des
biomasses est inconnue du point de vue des mécanismes réactionnels .
- suivant le polymére auquel on s'intéresse (hémicellulose,
cellulose, lignine) a solubiliser, si C représente la concentration du polymere qui est retenu
aux fibres solides de la biomasse & un temps de réaction t et la température de réaction T, on

a

dC m
- a— = kaA*(D(C) [l_é]

- la constante k de la vitesse de réaction est représentée par une

relation de type ARHENIUS telle que: |



(T()’ CAO):
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k = kg exp(-E/RT). [16]

Définissons f(C,,T) = k C: C exp (RT) [17]

Linéarisons cette expression:

-E
In f(CA,T)=g(CA,T) =Ilnk +m1nCA RT [18]

Si on fait le développement en série de Taylor de [18], on obtient, autour du point

og

» 19]
T (T-T,) (1

8Cy ) ~ &€, Ty) + " CaCa )+

BTT

On s'arréte au ler ordre de l'expansion, approximant ainsi g(C,, T).

E m E
g(CA,T)=1nk0+m1ncA0- = * FA"”(CA'CAO)+ ;—-*(T-TO) [20]
0 -0

E
Donc en posant In ko +mln CAO - -ﬁ-,lfo»

= constante

C
CA xm + -—E—x(T-TO)
Ay R

Intk C':) =g(C A’ T) = constante - m +
0

et kCX =K,<exp(—c—-‘é‘—xm) exp - E

«(T-Ty) 21]
A, R ‘ -

. :

ou K =exp (constante - m).
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Posons —— = -1— alors:
RT, ©
dc m Ca 1 |
-—— =k C, dt=Kexp (— 4m) exp[—x(T - TO)]dt
®(C) Ca, ®
. C T-T ‘
_(_i_c_ + constante = Kaxexp (_(Té- m) exp ( 0) xt [22]
$(©) A, ®
T-T,
et exp (—g )t s'apparente au facteur Ro .

Et finalement, on arrive & l'expression de la sévérité combinant l'effet de la

température, l'effet du temps de réaction et I'acidité combinés sous la forme:

0 (231

[ | | -
et | — - + constante. [2;4]

o(C)
Et ceci n'est évidemment valide qu'autour du point de référence T, Ca,,.
On définit donc un outil qui permet d'aller suivre un processus complexe quant a
son évolution relative a trois variables:
- température

- temps

- concentration d'acide.

Cette expression est empirique, on ne lui attribue aucune interprétation relative aux

réactions chimiques qui se déroulent au cours du processus de prétraitement.
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Ce concept de facteur de sévérité Ry’ est appliqué sur nos résultats obtenus sur les
tiges de mai’s et sur Stipa tenacissima, ainsi que d'autres résultats trouvés dans la littérature
traitant de la solubilisation des hémicelluloses des bois et graminées, dont les conditions de
prétraitements utilisés sont répertoriées dans le tableau 12.

La définition du point de référence autour duquel on a fait le développement de
Taylor est relié€ & un état tel que toutes les biomasses présenteraient un méme comportement vis
a vis du prétraitement et celui-ci corresponderait aux conditions o "il ne se passe rien".

Comme les biomasses possedent & peu de choses prés la méme concentration en
acides organiques qui sous les conditions d'autohydrolyse donnerais un pH entre 5-6 qui
corresbond a une acidité de 0.01% w/v exprimée en H,SO,, et que d'apres le tableau 12, une
température inférieure & 70°C ne favorise aucune hydrolysé.

Donc comme hypothéses, on considére que

- Cap=0.01%

- Ty <70°C.

Comme l'énergie d'activation de la réaction globale de solubilisation des
hémicelluloses se situe entre 16 et 42 Kcal/mole, KIM ét LEE (1987) [112], la moyenne sur 10
biomasses différentes donne une énergie de 30 Kcal/mole.

Ceci nous permet donc de définir le facteur de sévérité

C
v A " ‘ »
R0 = exp (0.0Ixm) 'R, [25]

T - 67 . . g .
avec R0 = exp(-,-l-g—o-(-)-) x t exprimé en unités de temps, et ceci pour le cas de la

solubilisation des hémicelluloses.

Le parametre m est un facteur de pondération qui refléterait 1'action et l'importance



de I'acide en termes d'accessibilité & la réaction globale.

~ lLa représentation graphique de la portion des hémicelluloses qui reste attachées aux
fibres en fonction de log(R,") donne pour chaque biomasse un profil sigmoidal ol tous les
points se ramassent sur une sigmoide et ceci quelque soit les conditions de prétraitement
utiiisées, voir figures 19 a 26.

On a constaté que les points se ramassent en sigmoide pour la valeur m = 0.2 et
ceci pour toutes les biomasses utilisées, sauf pour le cas du chéne rouge et Betula papyrifera ou
m = 0.02, voir figure 27 . | ]

Il en est de méme pour la représentation graphique : portion des hémicélluloses
| récupérées en fonction de log(R'y), donne pour nos biomasses un profil en forme de "cloche”
ou les rendements passent par un maximum avant de diminuer en fonction de la sévérité du

prétraitement, voir figures 28 et 29 .

Le rendement maximal de récupération des hémicelluloses se situent aux alentours

de log(Ry) = 9.7 correspondant 2 ~ 60% de solubilisation des hémicelluloses pour le cas des
tiges de mais, tandis que pour le cas de Stipa tenacissima, ce maximum se situe 2 log(Ry) =
9.7 correspondant 3 ~ 70% de solubilisation des hé micelluloses.

Cette approche du facteur de sévérité met en évidence un point important et clair:
I'anification des résultats expérimentaux et ce & peu de choses prés pour différentes biomasses
traitées dans différentes conditions et dans différents laboratoires.

Ceci nous a amené a penser a une possible existence d'un effet de compensation
entre le facteur enthalpique et le facteur entropique pour ces procédés de prétraitements etde
solubilisation des hémicelluloses, ce qui fait introduire une autre fagcon de développer le facteur

de sévérité.

4-1 Elaboration:

D'une maniére générale la constante du taux réactionnel pour une réaction donnée
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
- 4 la main . Elles ne constituent en aucun cas des modgles cinétiques .



est décrite par la relation d ARHENIUS

k =k, exp(-E/RT)

[26]

Hypothése 1. En phase hétérogene, des réactions de méme type présentent ce

comportement: GALWEY (1977) [78]

Inky=B +¢E

[27]

~Hypothése 2: Exitence d'une "température isocinétique” 2 laquelle la constante du

taux réactionnel k est la méme et ceci pour le méme type de réaction, GALWEY (1977) [78].

E = ReTj,ox Ink, - B/e

de telle maniére que E=0 quand Ink,=B
0=RT. -B/e,si B=#0,alors
180

R«T, =l
150 e

e = 1
~ RT,
iso

et finalement "T'effet de compensation” sera représenté par la relation:

E
RAT

iso

lnk0=B+

)

E
d k, = B
onc 0 exp( ) x exp ( R"Tiso

[28]

[29]
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et la relation d ARHENIUS sera:

T-T,
k =exp(B) x [2— (—2)] [30]
180

De la méme fagon la vitesse de solubilisation du polymere est décrite par la relation:

-dC

— =k C\x®(C
5 k A; ©) o
et le produit kCXr = exp(B) - exp [Riio (T "ITiso)],( C:r.
D'une maniére générale:
Ca, = Cy +Ca [32]

ou C A étant I'acidité qui est contenue potentiellement dans les biomasses et qui serait libérée
0 ‘

par autohydrolyse et C,, c'est I'acidité supplémentaire ajoutée s'il y a hydrolyse.

T- Tiso
T

E
k C:T = exp(B) x exp [R T ( ) (C At cy)" [33]

Multiplions par C: et divisons par CIX la relation [33], ce qui donne:
0 0

Ca _C
o E ,T-T Ag -A\M
kCy = exp(®) C'Xox exp[RTiso( =2) ] x ( N ) [34]

0

Remplagons [34] dans I'équation [31]:
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- Cp*Cam E ., T-T.

L - expB)X O (—— ex “(—=2)] ®(©)

ooy ()" ool (iT )]

CA +Ca m T- T
I ——-+const—exp(B) Cm (——) exp [RT *( ’S")]
dC) Ca,
pour un procéd¢ isotherme.
a) si TxTso = Tiso? » alors : o
' 2
(T—Tiso)x E T_Tiso RT iso

exp [ RTiso]tz exp [ It od o=-—5

Ceci S'apparentc a Ry, et on retombe sur la simplification introduite avec le développement de
Taylor, fait précédemment, limitant ainsi la validit€ de I'emploi du précédent facteur de sévérité

2 une gamme limitée de température et concentration d'acide:

b) si Tx Tiso * Thao

On définit alors un nouveau facteur de sévérité basé sur l'existence d'un "effet de

compensation” et d'une "température isocinétique”, Ry avec

C, + C
Ay T-T,
R, = (—-C-_—-) X exp [RTlso ( - 1so)]xt [§§]
Ay |
5 - Application du facteur R,. pour la solubijlisation des hémicelluloses:

De la m€me fagon si Tjso représenterait une t¢mpérature ol "rien ne se passe",
c'est-a-dire la température ol du point de vue réactionnel, on ne distingue aucune hydrolyse
des hémicelluloses, Tjso < 70°C-(66.8°C).

| Et si de plus 1'énergie d'activation E moyenne pour la solubilisation des

hemicelluloses serait de- 30 kcal/mole, alors
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
& 1a main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées -

a la main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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ABATZOGLOU et al. (1989) [1}] , BELKACEMI et al. (1989) [ 15].

|

Le facteur R'; résulte d'un développement limité autour d'un point de référence T, =
67°C, C,y = 0.01 % poids par volume de la suspension, donc son emploi reste limit€ a des
conditions prés de ce point de référence, une divergence plus importanfe du voisinage de ce
point, engendrera bien entendu une erreur qui pourrait étre importante.

Pour ce fait, prenons un exemple: | -T=167.5°C

- Ca =0.4 % poids/volume.

c,-C
Ona: Ink C, )~1nk +minC, *eoe +m (<240, B r )
AO RT CAO R 0
0
m E
or ln(kCA)=lnk0’<i—T— + mInC,
d'ott
-E -E CACAO
=7 +mInC, = lnCAO R, + m( " )+R *(T-Ty = DEV.
: 0

Clest cette expression qui nous permet d'évaluer l'erreur introduite par 'utilisation du

développement limité.
-E
BT +minC A DEV % erreur absolue
-34.42 -19.55 4320

Cette erreur est jugée importante, néanmoins le facteur Ry’ peut étre introduit comme

un outil afin de comparer des données de prétraitement comme c'est le cas dans cette étude.
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6-2 Sévérité ROC:
La sévérité exprimée par le facteur R basé sur I'existence d'un effet de compensation

et d'une température isocinétique ne se trouve pas confrontée a des utilisations limitées comme

c'est le cas pour R',

Si, effectivement, la relation "d'effet de compensation" est plausible, pour un ensemble
de réactions de méme famille, alors Ry~ peut se révéler comme la coordonnée réactionnelle
phénoménologique capable de représenter la solubilisation des hémicelluloses, ou tous les
points expérimentaux se ramassent en une sigmoide si le parameétre m=1. |

Jusqu'a présent, on ne peut attribuer a ce paramétre aucune signification au niveau de la
cinétique et des mécanismes réactionnels . Mais curieusement, s'il s'agissait d'un cas de
cinétique on pourrait croire qu'il s'apparente & un ordre ou "pseudo-ordre" par rapport a

l'acidet!.

7 - Conclusions du chapitre;

La sévérité du prétraitement combinant l'effet de la température , du temps de réaction ,

et de la concentration du catalyseur acide est vue sous le concept des facteurs:

C T-T
R'0 = cxp(-(-:-f—’(m)RO avec Rop =. exp (-——-F)—-Q)t
0
C, +C :
AO Am E T-T.
Re = (_EA—) x €Xp [RTiso( Tlso)]“t
0

Si le premier résulte d'un développement en série de Taylor autour d'un point de
référence, le deuxieme est basé quant  lui sur l'existence d'un "effet de compensation" et

d'une "température isocinétique”.
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Malgré , l'erreur de troncation qui peut €tre introduite lors du développement en série
de Taylor pour arriver & I'expression de Ro' , celui - ci permet de représenter sous forme d'une
corrélation empirique les résultats de sqlubilisation des hémicelluloses. |

Une représentation "améliorée” en quelques sortes de cette corrélation est obtenue en
utilisant le facteur Roc, qui a l'avantage de ne pas €tre limité a des conditions spécifiques de
prétraitement , comme c'est le cas pour le facteur R

Ces facteurs empiriques sont considérés comme des "moyens" pour corréler et
comparer les résultats expérimentaux obtenus sous différentes conditions et dans différents
laboratoires. Ils ne considérent pas les phénomenes observés sous 1'aspect de la cinétique

classique des réactions chimiques.



CHAPITRE §

PSEUDO-CINETIQUE ET INTERPRETATION DES MECANISMES
REACTIONNELS DES GLYCOSIDES ET DES HEMICELLULOSES

1- Introduction:

Jusqu'a présent , tout au long de ce travail , on a pas intérprét¢ la solubilisétion des
hémicelluloses au niveau des réactions chimiques qui ont lieu.

La solubilisation des hémicelluloses par prétraitement s'accompagne de plusieurs
produits .

Des études assez récentes de la préhydrolyse, ont mis en évidence les changements
structuraux lors de ces traitements, CASEBIER et al. (1969) [31], ROUDIER et EBERHARD
(1967) [178].

Ces trayaux mettent en relief les étapes de traitements chimiques conduisant a la
solubilisation partielle des hémicelluloses et la fragmentation de celles-ci en composés solubles.

Le choix d'utiliser des procédés de prétraitement avec des acides ou des bases est
souvent fondamental, 4 cause des grandes différences des produits obtenus. Les carbohydrates
polymériques traités avec des agents acides en milieux aqueux font souvent intervenir deux
types de réactions:

- T'hydrolyse des liaisons glycosidiques

- déshydratation‘ des produits, FEATHER et HARRIS (1973) [67].

Le mécanisme d'hydrolyse et les taux réactionnels des polysaccharides et
oligosaccharides ont ét€ extensivement étudi€s, CAPON (1967) [28], DEFAYE (1981) [43],
- HARRIS (1975) [94], CASEBIER et al. (1969) [31].

Plusieurs confusions dans l'interprétation des résultats ont ét€ notées. Actuellement

la majorité de celles-ci sont résolues en adoptant le concept analytique du mécanisme
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conformationnel, HARRIS (1975) [94], CAPON (1967) [28]. En dépit de quelques aspects
encore sous débat, il est généralement admis que ce mécénisme reste le plus valable, pour
interpréter les résultats d'hydrolyse des glycosides en phase homogene. |

La cinétique d'hydrolyse des hémicelluloses a été étudiée par WAYMAN, (1980)
[231], (1982) [230], en définissant les principes fondamentaux relatifs 2 leur solubilisation.

Le nombre d'études faites en vue d'établir des modeles cinétiques est restreint .
CONNER et al. (1985) [39], HARRIS et al. (1985) [95], MALONEY et al. (1984) [130],
montrent la présence de deux modes de solubilisation des hémicelluloses, tandis que
CARRASCO et al. (1987) [30], montrent que la solubilisation des hémicelluloses est -
suffisamment décrite par une seule loi cinétique de premier ordre.

Un besoin d'une modéle cinétique faisant un lien avec la thermodynamique et les
mécanismes réactionnels, capable de prédire, d'une fagon générale la solubilisation des
carbohydrates utilisant comme coordonnée réactionnelle, la sévérité de traitement, n'a 2 notre

connaissance pas ét€ développé, et de surcroit, s'impose.

2 - Hvdrolyse des matérigux lignocellulosiques - Réactions et Mécanismes
| Bien que le principe d’hydrolyse des liaisons glycosidiques catalysée par un milieu
acide est généralement valide, HARRIS (1975) [94], 1a dégradation globale est inﬂucncée en
méme temps par le milieu acide en question et la nature du matériel lui-méme.
Les facteurs influengant I'hydrolyse sont:
- le type d'acide
- concentration
-pH
- force de I'acide
- température et la pression
- la phase ou se fait la réaction

- la structure physico-chimique et I'accessibilité des réactifs, si la réaction
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se fait en phase hétérogéne, DEFAYE (1981) [43 ].
- les effets de conformation
» - les effets €lectroniques, diis & la structure des chaines et leurs
substituants, DEFAYE (1981) [43].
La fragmentation des glycosides solubles se fait par la fission des liaisons
glycosidiques (glycoside-oxygeéne: C-O-C).
Suivant l'oxygeéne protonné par H¥, un et/ou des deﬁx mécanismes suivants sont
possibles:
1- Protonnation de la liaison C-O—C et élimination d'un aglycon par rupture a'une
liaison C-O, puis formation d'un ion complexe carbonium oxinium cyclique.
2- Protonnation de I'oxygene anomérique se trouvant sur le cycle glycosidique et
ouverture de celui-ci, puis formation d'un complexe carbonium acyclique.
— Apparemment, les deux oxygénespourraient étre partiellement protonnés comme le

montre la figure suivante:

Figure 43. Mécanismes hydrolytiques possibles
(HARRIS, 1975) [94]

et la position de la rupture dépenderait de la distribution de la densité électronique sur le cycle,
HARRIS (1975) [94]. |
Systématiquement, il est généralement admis que le mécanisme qui c_Onduit alion
carbonium cyclique est le plus probable, CAPON (1967) [28].
| Cette étape de formation du complexe cyclique suppose une modification de

conformation importante, en fonction des facteurs stériques et électroniques, FENGEL et
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WEGNER (1984) [69], et il semble que la barri¢re énergétique rencontrée dans la flexibilité du
cycle soit le facteur fondamental contrblant.

La conformation "mi-chaise", pouvant étre obtenue par l'intermédiaire cyclique lors
de l'attaque de la chaine polymérique par H* serait causée par une légere rotation des
substituants du cycle.La possibilité d'extension de cette rotation dépend de la position stérique
de ces derniers. | |

En phase hétérogene, les polysaccharides comme les hémicelluloses branéhées au
reste du complexe carbohydraté, ces considérations au niveau des mécanismes réactionnels
sont aussi valides mais la vitesse de clivage des liaisons C-O-C est plus faible relativement &
celle observée en phase homogene due a I'accessibilité limitée des atomes oxygene des liaisons
C-O-C, ROSS BROWN et JURASEK (1978) [177], FENGEL et WEGNER (1984) [68],
RAYMOND (1986) [167].

Ce concept laisse présager donc un ordre de réaction pour plusieurs résultats
expérimentaux obtenus jusqu'a présent.

D'aprés plusieurs auteurs, SPRINGER (1966) [200], CONNER et al. (1985) [39],
VEERARAGHAVAN et al. (1982) [224], HARRIS et al. (1985) [95], MALONEY et al.
(1986) [129], 1a réaction d'hydrolyse des liaisons glycosidiques suit un ordre 1 par rapport au
polymére 2 solubiliser: C'est ce qu'on va vérifier dans les prochaines étapes de ce chapitre .

3. Cinéti le solubilisation des hémicellul . F lation de ]
vitesse réactionnelle:

Des recherches antérieures montrent que lorsqu'on rapporte la quantité des xylanes
qui restent sur les fibres apres préhydrolyse des bois en fonction du temps de traitémcnt, un
profil & deux régions distinctes apparait:

- phase initiale rapidc
- phase seconde lente.

SIMMONDS et al. (1955) [191], KOBAYASHI et SAKAI (1956) [113],
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SPRINGER et al. (1963) [203], SPRINGER et ZOCH (1968) [200], CONNER et al. (1985)
[39], CONNER (1984) [38], BRASCH et FREE (1965) [25], MALONEY et al. (1984) [129],
VEERARAGHAVAN (1982) [225], HARRIS et al. (1985) [95], PLANES (1975) [156],
(1975) [158], (1981) [159], TRICKETT et al. (1982) [218], MEHLBERG et TSAO (1979)
- [135], et d'autres encore, ont obtenus des estimés des constantés k de pseudo premier ordre
pour les deux comportements de solubilisation des hérrlilcelluloses; et ceci pour plusieurs
biomasses allant des bois , jusqu'aux graminées et plantes vivaces tell.esv que les bagasses,
TRICKETT et al. (1982) [219] , DUTOIT et al. (1983) [62].

Le méme comportement de la solubilisation des hémicelluloses a été obtenu dans le
cadre de ce travail pour le cas des tiges de mais et Stipa tenacissima.

A la lumigre des observations expérimentales ‘ct structurelles obtenues dans nos
travaux et ceux de plusieurs auteurs, la vitesse réactionnelle de la solubilisation des
hémicelluloses sera formulée en tenant compte des hypoth&ses suivantes:

Hyp. 1- validité des considérations de la pseudo-cinétique et mécanismes
observés en phase homogeéne concernant les glycosides solubles, pour les polysaccharides

relativement labiles comme les hémicelluloses se trouvant en phase hétérogene, en prenant en
considération l'accessibilité limité des atomes d'oxygéne des liaisons C-O-C, RAYMOND
(1986) [167].

Hyp. 2- existence de deux formes d'hémicelluloses dont la solubilisation est
rapide pour l'une, lente pour l'autre, en termes d'accessibilité des liaisons C-O-C.

Hyp. 3- la réaction de solubilisation pour les deux "formes d'hémicelluloses" est
du premier pseudo-ordre par rapport aux hémicelluloses résiduelles sur la fibre.

Hyp. 4- la réaction de solubilisation pour les "deux formes d'hémicelluloses" est
du premier pseudo-ordre par rapport & I'activité de l'ion H+;

L'ion H* étant en solution diluée, alors dans ce travail on confondera l'activité de

H* et sa concentration.
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Si x est la fraction des hémicelluloses restant sur la fibre, aprés prétraitement & un

temps t donné..

Désignons par x_ la fraction des hémicelluloses dont la solubilisation est rapide, et
x, celle a solubilisation lente.

Si x, est désignée comme la fraction des hémicelluloses initiales identifiées

comme solubilisables rapidement, alors on a:

-dxl' .
I'r =-—a— = kI'XCH-i'K xr [3—;7]
_dxs
I = 5 = KxGyxxg [38]
X =X+ X, [39]

L'intégration du syst¢me donne:

Xr =X on exp(-er CH+><. t) . [49]
X = 1-x rO)xcxp(-ks'sc CH+><t) 4]

La combinaison de [39], [40], [41], donne:

X=X rOxexp(—erCI_HK"c) +(1-x rO)s«axp(—ksx’CH x t) A [42]
4 - Justification de lIa f lation de la_vit le réacti ia le_mécanism
l l' l [ ‘ Il ll .I rd ] l ¢ I'
1- Equilibre entre le polymere et l'ion Hi+:
k, ‘ .
Polymére, +H* = Polymeére;.. H* - (rapide)

k—l
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2- Formation de l'ion oxinium carbonium cyclique:

Kk .
Polymérer ..H+ — Complexe carbonium cyclique + Aglycon (lente)

3- Formation des produits d'hydrolyse:

k
4
Complexe carbonium cyclique + H0 5 produits + Ht  (rapide)
6—__...__

k_4

L'étape élémentaire 2, impose sa cinétique a 'ensemble, car c'est 1'étape contrdlante
et par conséquent les autres étapes élémentaires sont en quasi-équilibre.
" Ceci donne:

k [Polymere J*[H+] =k x [POlymérC,j?H*] | [43]
1 =kyx [Polymere ... H+] [44]

La combinaison de [40] et [41] donne:

kK, - .
r,= —k—[Polymerer][H ] [46]
-1

: k2><k1
Posons kr =~—-l-(—-—,il vient:

-1
I = k r [Polymérer] x[H+] N U7}
1l en est de méme pour le polymere hémicellulosique de type s:

1, = kx [Polymére Ix[H+] [48]

Posons, [ Polymere,] = Xy
[ Polymereg] = xg

[H*] =Cqg+
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L'on retrouve la formulation de la vitesse réactionnelle de la solubilisation des

hémicelluloses établie plus loin a 'aide des observations expérimentales et smicturelles.

DUTOIT et al. (1983) [62] , avaient développe une 'méthddologie‘ expérimentale
pour extraire les hémicelluloses avec une solution de 4 v% poids/vol‘u’nie de NaOH , pendant
24 heures , & partir de la bagasse ‘ | |

Aprés avoir séparé la phase liquide (filtrat) de la masse solide qui est constltuéc; '
essennellement de la cellulose etdela hgnme ils ont procédé a une séne de précipitations sur
le filtrat , avec de 1'ac1de acétique et de l'alcool absolu pour obtemr deux précipités
d apparence différente qui constitueraient les deux types d’hémxcelluloses A et B .Cette
méthode expénmentale est décrite sommairement dans la figure 4. _ . |

. Pour le cas de la bagasse utilisée , DUTOIT et al avaient obtenus sur une base de

100 g de blomasse séche : , .
- 17. 75 g d'hémicelluloses de type A (soit- 55. 29 % des hémlcelluloseq
initiales) 1 . o
- 14.35 g d'hémicelluloses de type B (soit 44.71 % des hémicelluloses
initiales) 1 |
., Les héinicellulos’es de type A correspondent a celles solubiliéables lfapidemetlt
tandis que les hémicelluloses de type B correspondent a celles solubilisables lentement.
Afin de vérifier cette méthode expérimentale ,on a procédé a son applic-atidn pour le
‘cas des tiges de mais . | | o | |
A partir de 22 g de tiges de mais réduits en poudre , dont l'hurrlidilé' estde 5%,

. soit 20.9 g de biomasse séche , on a obtenu :

1 Hémicelluloses potentielles présentes dans la biomasse
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|

- 4527¢ d'hérmcelluloses de type A (soit 74. 18 % des hémmelluloqeq

|

1

[
| |
|

initiales)
- 1576¢ d'hérmcelluloses de type B ( soit 25.82 % des hémlcelluloqes
1n1t1ales ' E |
Ce qui peut a un certain pojnf , conﬁnner I'hypothése- faite préc'édemment"qu‘an.t a

Al'exist‘er'nce de deux types d'hémicelluloses.

Pour vl'étape ¢élémentaire de la formation du complexe carbonium, si on applique la

" théorie cinétique des collisions , on obtient:

ou # estle complexe actif en équilibre avec le centre actif de Polymére ... H+, que nous

: représemerons par F.

kaT

r,=0x C#=— = :
4
27 h Cpp . W
, # C AGy, ‘
et K= = Ry T)] [50]
kaT -AG

- - “ - 20* -
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On sait que: AG, (= AH, , - TxAS, - [52]

~La combinaison de [49], [5_Q] , [32] donne:

kBXT . AS20 -AH
I, = expl Jxexp[wm———

2,0 - [53]
2 T R Ce ) =

(R'D

Aussi, et dans I'étape élémentaire 1, on a:

C, G
F _ 1,0
= eXpl—m—t= (RXT) —]

K, = -
1
(CPolymércx H+)

AS, -AH, |
—CXP( O)xexpl——mi (R*T)] O [54]

La combinaison de [33] et [34] donne:

kT (A8, +AS, 20,

r= kaPmymére xCy —r2,= b exp[ : ’, R
 -(AH, 0+AH2 O |
% ]"CPolymerexCH-r
ol r estle taux de la réaction globale.
Il s'en suit que:
xT (AS +AS ) (AH +AH )
k=.,k§ expl— G20 expl—rlns T 155

, ‘Par définition de l'énergle d'actlvatlon BAMFORD et TIPPER (1979) [10],
BENSON (1976) [16] '
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R xT%dlnk L
kxT (AS. +AS, ) (AH, +AH, )
Mais 1nk=1n(kB y+—1b0 200 10 .20
h R (RXT) .
@lik B 1 N (AHi,O+AH2,0)
Cavec, oT ~ T »
RXT)
Dans les gammes de température normalement utilisées,
RxT << 21‘, H, = AH,  +AH,
Suivant 'équation [56], E = AH, o + AH, o, . 57
‘Posons: | , |
AS =AS; o +AS, 4 | o 881
La combinaison de [55], [571, [58], [59] donne:
k = kyxT/hxexp(AS/R)%exp[-E/(RXT)] S [60]

Dans 'uhe série de réactions pour leéqucllcs le changement structural ne chari ge pas
le mﬁécanisme des réactions ou bien la nature de I'état de transition., il ékiste une relation mettant
en relief, l'invariabilité de ce dernier pour des réactions de niémc t‘ype,r'“comme c'est le cas ici,
de I'hydrolyse de la liaisqn glyéosidique, et ce, quelque 'séit la natu}é du glycoside de méme -

famille, LEFFLER (1955) [124).



AH=a+B4AS | e

o est lordonnée & T'origirie d¢ Ia relation linéaire [61].

B est la température "iso-cinétique" reliée 2 la (éoristaﬁce du mécanisme vi"é a Vis‘dlll
chahgement structural des réactifs. Elle représente la températur_é oll toutes les conétantes de
‘vitesse sont les mémes pour un type identique de réactions . |

Pour une étape élémentaire donnée, la constante de vitesse peut s'exprimer comme:
kT e

k= "'-'B"""BX“

2 ) ‘ [62]

RT

'~ mais , larelation de LEFFLER , peut aussi s'écrire sous la forme :

aH' = o + pas’ - [63]
ot | C AG =AW - TS =0 - (T-pas? [64]
Si T=B alors AG" = o= constante
eten vertu de l'equatlon [62], k=constante pour un méme type de réaction.
De [61] on tlre
. (AH-0) (B« SRR |
ps=EED BB e
B B

En combinant [60] et [65], on obtient I'expression finale de la constante du taux--

Tréactionnel comme:
kX*T
k=_B (E-a)
h exp[([3 i exp[(RxT)



kB o T B (TB),

= expl ]x—expl

h R B ®RP T

- Posons B = Tm,

et k =Dx8(T).
"~ Onavuque:

N . . v» -dc -
r=k CPolymér e’f CH+ = - Polym.ére.

Si on suppose que le procédé est essentiellement i'sothermiQue _

T # T(t)

alors, l'intégration de [67] donne:

Cholymare = COnstante. exp(-kxt¥Cy,)

at=0, CPolymére - CPolymére(O) d'ol:
CPonmére CPOlymére(O) exp[-DXS(T)xthH +]
T E (T-T. )
Posons Ry =8(T) t= T vxexp[(RxT » TlsQ 1xt.
| | iso

iso

Donc:

CPolymére = Cpo1ymére(0)’<exp(-1) ’(RBXCH 4)

[671

[68]
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et le produit:
kxt =DxRg [69]

Ce facteur Ry permet d'évaluer la sévérité d'un procéd€ donné, car il est fonction

des changementsen T et t, qui sont les parameétres de sévérité sous contrdle de l'opérateur.
7.nl l’l. I. l l . EI. I l !‘Ill II l l I. . !! ! .

Appliquons ce concept de facteur Ry 2 la solubilisation des hémicelluloses par
hydrolyse acide des liaisons C-O-C:
On a vu plus haut que cette solubilisation est décrite par deux comportements et la

formulation de la vitesse de réaction est exprimée par:
- x =X gxeXp(-k xCyyx 1) + (1-x o)xexp(-kx Cy x 1) [70]

Introduisons le facteur Ryg:

D T E - (T
r lS()l')]xt

=r_x .
kpt=-g exP[(RxTi's - r)x T [71]

1S0r

k szT Es (T‘Tisos) 2
R v v R 172}
1S0S 1SOS

Appliquons la relation [61] qui préconise la linéarité entréjl'-énergie et I'entropie,
aux données expérimentales trouvées dans la littérature concernant I'hydrolyse acide des

hémicelluloses ot il est question de deux cinétiques d'hydrolyse, voir ﬁgurés 45 et 46.
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Figure 45 - Linearité entre I'enérgie et
I'entropie - cas de la phase
rapide.
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Figure 46- Linearlté entre I'enérgie et
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AS = In(

h
kTR (calkmole)et T=330K

Hydrolyse avec 5% (w/w) Acide acétique.

Autohydrolyse

Facteur de fréquence (min'l).

1: Coefficient de régression linéaire

kT
D=2

= exp(-

o

h

T,

Substrat k¢ k2 |E E, |as} as, Auteurs
(min-1) (cal.mole) (cal./mole.K)
Betula papyrifera | 3.751015 2.151018] 30260 37400 4370 16946 | MALONEY etal.
‘ (1986) [129]
“Chéne rouge? | 2.551009 2.731009] 20168 22814 | -23.748 -23.613 | CONNER et al.
(1985) [39]
Epis de mais 7861017 1751025 33980 42100 14.954 48.452 | KIM etal. (1987)
. [112]
Chéne de mais! |1.081011 6501012 24221 30377 |-16331 -8.218 | CONNER etal.
(1985) [39]
Tremble 1691014 1.041018| 28000 - 37000 -1.767  15.508 | GROHMANN et
al. (1985) [90]
- Calcul:
Phases T, (K) o rd D (min)®
Rapide 34031 | 28858.689 0.994 11.060 10-04
Lente 262.88 | 31358.037 0.964 2.200 10-12
'ko
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Alors le facteur Ry appliqué pour les réactions d'hydrolyse des hémicelluloses

pour le cas des deux cinétiques est décrit par:

E Tl

T
= xexpl; x xt (73]
T PR T
T Es (T-Tisos)‘
= . : 74
1808 1s0s

La fraction des hémicelluloses résiduelles prédite par 1a modélisation est exprimée

par:
x =X oxexp(-D xRy xCy) + (1-x g)xexp(-D xRy xCy,) [75]

Comme il s'agit de pseudo-cinétique, il sera bien commode de remplacer Cy+ par la
concentration en acide exprimée en % (poids/poids de biomasse séche). Ceci pour comparer et
confronter ce modele aux résultats expérimentaux de la littérature ot le plus souvent on ne
mentionne que la concentration de 1'acide %, ceci sera donc cohérant car la constante D est
exprimée en min-! et Ry en min.

Et 1a modélisation suivra le schéma représenté par la figure 47 .

Pour des raisons de suivie de la réaction avec une seule coordonnée réactionnelle,

RB', on a jugé bon de simplifier le modele (équation 36), de la fagon suivante:
Hypothéses: k >>k,
et k. — 0.0
Ainsi le modele se réduit a:
x = X ¢*exp(-D xR x Cpp ) + (1.0-x ) » - [76]
Ceci nous permettra donc de suivre la cinétique de solubilisation avec la coordonnée

réactionnelle:



Entrée des données
Variables indépendantes mesurables
T ’ t rRB y CH+

!

Modeéles :
X=X roexp( - DrRBQH) +(1- xro)exp( - DSRBSC-H)

E - T,
T r (T- Tisor)
Ry =7 —exAl gy I

isor isor

: E T- T
T s isos )
Roe= 7 —FgT —
ISOS ISOS

ou bien

X =xroexp(- DrRBPH*) +(1- X )

5 1t

Sortie

I ¢ o
x mesurable Optimisations au sens de

MARQUARDT et FBGS

> Régression non-linéaire multiple

l

Er,Es,xro

Paramétres non mesurables

Figure 47. Schema de la modélisation
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| T E (T-Tisor)
= — X exp[. X Joet
RBr (RxTisor) T

T.
isor

avec: D_=1.060 10 -04 min-1,
La modélisation a été faite pour huit types de biomasse:
1
2
3
(1985) [129].
4

nos résultats expérimentaux sur les tiges de mais.

les résultats sur le chéne rouge obtenus par HARRIS et al. (

(1963) [203].
5
FREE (1964) [25].
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1985) [95].

les résultats sur le bouleau (Betula papyrifefa) obtenus par MALONEY et al.
les résultats sur Populus tremuloides Michx. obtenus par SPRINGER et al.

les résultats sur Pinus radiata de Nouvelle Zelande, obtenus par BRASCH et

6- les résultats sur le tremble , obtenus par GROHMANN et al. (1986) [90].

7- les résultats sur les tiges de blé, obtenus par GROHMANN

8- nos résultats obtenus sur la graminée Stipa tenacissima.

Les résultats de la modélisation sont répertori€s sur le tableau 1
figures 48a 54 .

11 faut noter que les deux modeles ont ét€ essayés pour toute les

et al. (1986) [90].

3 et sur les courbes,

biomasses étudiées;

Pour le modele simplifi€ & une seule coordonnée réactionnelle Ry , deux méthodes

d'optimisation‘ sont utilisées pour aller chercher les paramétres non mesurables x, et E;. Ces

méthodes sont respectivement celle due 8 MARQUARDT [133] (Steepest

Descent Method), et

celle récente utilisant le Hessien“updateq au sens de FBGS, DENNIS et SCHNABEL (1983)

[53].
8- Int stati i ssultats:

Si on admet qu'en phase hétérogene, I'utilisation de I'approche basée sur

I'analyse conformationnelle.via la formation du complexe carbonium oxynium cyclique dont la-
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Figure 48 - Modélisation de la cinétique
d'hydrolyse des hémicelluloses ,
cas des tiges de mais
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Figure 49 - Modélisation de la cinétique
d'hydrolyse des hémicelluloses ,
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Figure 50 - Modélisation de la cinétique

d’hydrolyse des hémicelluloses ,
cas de Betula papyrifera
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Figure 51 - Modélisation de la cinétique

d'hydrolyse des hémicelluloses ,
cas de Populus tremuloides
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Figure 52 - Modélisation de la cinétique

d’hydrolyse des hémicelluloses ,
cas du tremble
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Figure 53 - Modélisation de la cinétique
d'hydrolyse des hémicelluloses ,
cas du chéne rouge
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d'hydrolyse des hémicelluloses ,
cas des tiges de blé

1000000

118



‘S'D’'g’ ] 9P Suds ne udIssoy np Aepd() :z uonesrwndop PO
L3 L)

& s
LAYVAOAVIA 2P suss ne juadsap 1s2daaig 1 uonesiwndo,p spoyN v
0! -
wlaene + Cxell = | || |
1 !
L¥0 L ws0=3
. !
n [N O0K]= vy
uoyjg|nWIs e ap s)eNSYY ° €[ ne3dqe],

Sopyoymualy

(€0Z)'[® 1° YHONTIAS 9600  LL'LBITE 8YEILSE 98L0 9 $00°0 ¥90°0 | 0S'TTEVE | €88°0 | 1 | €900  |9S°O16¥E | L9800 | ¥ snndog
[reAe 9O LED'0  L8°0979T TI'IE6IT 8690 S 100°0 850°0 | 1772880z | z680 | 1 | 1500 |zzessozr |iLso0 | L spew 9p 5o81],

{06] & 12 NNVINHOUD 1110 LTY8SOE 1S'TYS6T SL90 ¢ 1000 Y10 | 68'9L£9T | 6680 1 [ YIT'0 {L0°€06LZ {0180 | € 91q.9p saBIL,
06118 10 NNVIWHOUO 650°0  T0°08S0€ 1L1TTOE  TILO T 0000 990'0 | L8°LyL8T | T80 8 | L900 |e68°L¥L8T €180 | L ajquiyy,
(s71 334 10 HOSVIL 961°0  8€TBI9T 08LOEYT 0ITO 1 1000 Pr1°0 | 689LE1T | 6vS0 | 1 | €510 |00'9LEIT [61S0 | T oopes smag
{s6] "¢ 12 SIYVH S1000  LS'I8LOC €9'L8€8T 0080 1 1000 1900 | 68'9L¥LT | 9¢60 | 1 | 92070 19°'0S¥LT {060 | 1 aSnorougyd
l6z1] e 10 XANOTVIN SE0'0  91'TC60€  BL'EYIBT TS9O 1 100°0 1L0°0 | 689L£9T | 7980 | 8 | 6900 |97°98.9T |9¢80 | € |vahiddedompag
[reAeD 2O 650'0  8C'6SYOT 8E6SYOT 680 1 0000 8500 | 0T'L880T | 8180 | 6 | 8S0°0 6690907 |8T8'0 | € [passiovua vdyg

sy XY 51 5 Ox oy L |speiD|| XV Y Oy | | [ xV g (S B sosseurorg

4 1 uonestundo,p apogIy ¢ T uopestumdo,p apoyisIN 4, 1 uonesiumdo,p opoyIsIN SaPOUIIN

(+HoS8ys@-)dxa(0x-0' 1)+ Ho "y a-)dxalix=x (x-0'1)+(+Ho 8y q-)dxeMx=x SORPOIN




120

- formation est I'étape contrflante de la réaction d'hydrolyse en milieu acide homogene, alors le
facteur Ry permet d'approcher la sévérit€ d'un point de vue "moins phénoménologique" en
s'aidant de la théorie cinétique des collisions.

D'aprés les observations expérimentales et structurales faites par plusieurs auteurs,
surtout MAHELBERG et TSAO (1979) [135] et DUTOIT et al.(1983) [62], la modélisation de
la solubilisation des hémicelluloses est décrite par deux réactions de pseudo premier ordre par
rapport aux‘ hémicelluloses qui restent fixées sur les fibres de la biomasse.

Se basant sur ces observations et sur le mécanisme réactionnel décrit plus haut , on a
proposé un modele "pseudo-cinétique” utilisant la sévérité Ry.

D'apres cette modélisation les résultats entre les valeurs expérimentales et celles prédites
sont en accord qu'on peut qualifier d'acceptable pour le modéle simplifié a une seule
coordonnée réactionnelle, et bon pour le deuxiéme modele & deux coordonnées réactionnelles.

Pour €lucider cette différence entre les modéles 1 et 2 , on a recourt 3 une méthode
statistique dite de "tests d'hypothéses" appliquée sur l'ecart moyen entre la valeur
expérimentale et celle prédite par le modele et de cette fagon on peut distinguer panhi les deux
modeles , celui qui représente le mieux les résultats expérimentaux et de tirer une conclusion 2
savoir , si la différence entre les deux modeles est significative ou non , ceci pouf toutes les
biomasses essayées. ' \,

La méthode employée pour faire ces tests est décrite par HICKS (1982) [96].

Sommairement, elle est basée sur les faits suivants:

Hypothése de départ Hy: " 1'écart moyen dans le modele 1 et I'écart moyen
dans le modele 2 sont égaux". |
Hypothese alternative Hj: " Ces écarts sont significativement différents".
Soit en termes statistiques:
Ho: p1= |2
Hl: p1=pp (L1>u2)
- On se donne un seuil de confiance de 95 % ( ®=5%).
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-On fait le "test de normalité des populations” sur les échantillons et suivant que le test

est positif ou négatif , on utilisera la variable statistique suivante , si le test est positif:

Y- Y,
t=
2 2 - :
(N,- DS, +N,- S, ; o » dF=N1+Np-2 (7]
NaN-2 NN =
1 2 1 2

(78]

La décision du rejet de Hg est faite de 1a maniére suivante:

Tests de normalité Variable  Variable tabulée Conditions de rejet de Ho
des populations statistique
Positif | t ty -SLot2tyg o g

ou

Négatif t' tt -Sit’Z tt,l‘a,df'
ou

st 2ty g p g

Les résultats de I'€tude statistique sur la comparaison des deux modeles cinétiques
proposés sont résumés dans le t\ableau 14.

On constate d'apres ce tableau , que le rejet de I'hypothése de départ dépend de la
précision sur les résultats expérimentaux . Cependant , dans la majorité des cas , le rejet de Hp

est tangible.
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On pourrait conclure que I'écart moyen dans le modéle 1 est significativement différent
de celui dans ie modele 2 . Dans ce dernier I'écart moyen est plus faible que dans le premier ,

pour la plupart des cas. | |

Le modéle & une séule coordonnée Rg peut représenter ﬁne moyenne prédictive de la
valeur des hémicelluloses résiduelles sur les fibres, ceci du point de vue énergie d'activation.

On constate une nette différence entre les coniferes représentés ici par Pinus radiata, et
les feuillus ainsi que les graminées. |

A notre avis, le parametre le plus révélateur du point de vue cinétique de solubilisation,
est X

En effet, ce parametre est trés significatif pour les feuillus et les graminées dont la
proportion est de 0.6 4 0.90, cela veut dire qu'on pourrait facilement enlever de 60 2 90% des
hémicelluloses initialement présentes sur les fibres de biomasse.

Une valeur de 70% est rappoﬁée par les travaux de TORRES et al. (1986) [215], sur le
fractionnement des Populus tremuloides, par traitement thermomécaniqué en phase aqueuse.

MALONEY et al. (1985) [125] et (1986) [129], dans une simulation suivant la
cinétique classique ont obtenu une valeur de 0.68 pour la fraction des hémicelluloses
rapidement solubilisables dans le bouleau (Betula papyrifera). Nos résultats sont en accord
avec ceux de MALONEY et al. [130], et ils permettent d'atteindre une convergenc§ via
l'utilisation du facteur de sévérité Rg.

L'essai experimental sur les tiges de mais concernant la détérmination de x( par la
méthode décrite par DUTOIT et al. , confirme quasiment la validité de la valeur prédite de x ,

pour le modele 2 ,d'apres le tableau suivant :

Modgles X0 prédit Xr( expérimental  Ecart (%) !

1 87.70 7418 ~18
2 67.50 74.18 =9

1

X 000~ X comae |
Ecan(%)='|w_m—100

X
r0exp .
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Pour les coniféres, représentés ici, par Pinus radiata, la proportion est beaucoup plus
faible, elle n'est que d'environ 21 % , d'apres le modele 2. |
Nous aurions apprécié, qu'il y ait plus de données sur le fractionnement des pins, sur
une gamme de température et/ou de temps de résidence, et pour une certaine gamme de
concentration en acide, afin d'étre sirs de la valeur trouvée de 21 %. |
Notons que les résultats semblent cohérents, pour ce qui est des tendances pour
l'ensemble des paramétres, surtout en ce qui concerne les énergies d'activation ou celles-ci sont
entre 20 et 35 Kcal/mole, conformes aux valeurs trouvées dans la littérature.
—= La tcndaénce remarquée, 2 savoir que le parametre X, est plus grand pour les feuillus et
les graminées que pour les coniféres doit étre reliée a la structure méme de hémicelluloses et de
la maniére dont elles sont branchées, BELKACEMI et al. (1987) [14].
Effectivement le comportement hydrolytique des liaisoﬁs glycosidiques est influencé
par deux effets qlii pourraient €tre inter-dépendants ou non:
- la conformation des unités monoméxiques du "squelette” .osidiquc
- Ieffet inductif des substituants des cycles.
Ce dernier décrit le fait que différents substituants du cyéle altérent la densité

électronique de 'oxygene, comme c'est indiqué sur cette figure :

CH COOH H OH

Figure 55 - Effect inductif éur les groupements carboxyliques au cours
: de I'hydrolyse acide , FENGEL et WEGENER (1984)

Ceci a pour effet global de stabiliser le cycle et de modifier 1'abilité a I'hydrolyse de la
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liaison C-O-C.
| Ce qui expliquerait donc I'hydrolyse partielle des xylanes branchées avec des
groupements acide - 4-0-méthyl-glucuroniques. |

Comme les coniferes sont plus riches en acides uroniques, FENGEL et WEGNER
(1984) [68], ceci concorde parfaitement avec nos résultats de modé€lisation.

BARNET (1984) [11], en étudiant 1'autohydrolyse rapide du bois du peuplier, suggere
que I'hydrolyse des hémicelluloses ne se fait pas d'une fagon aléatoire le long de la chaine des
xyloses mais, préférentiellement dans des positions désacétylés des xylanes et des oligomeres
formés.

1l conclut qu'il existe aussi une stabilisation de la liaison glycosidique par la présence
des groupements acétylés et ce, par interacfion de type hydrophobe des groupements
conduisant 2 une attaque difficile par H* sur I'oxygéne.

Cette stabilisation joue un rOle "protecteur” et est assimilée a celle des acides uroniques,
~ ce qui confére aux groupements acétylés:

- un role "accélérateur” de I'hydrolyse par la libération de l'acide acétique.
- un role "ralentisseur” de I'hydrolyse dii a la stabilisation des liaisons C-O-C.

Ce méme phénomene de stabilisation est rapport€ aussi dans les ﬁ'avaux de CONNER
et al. (1984) [38], MOELWYN-HUGES (1928) [138], INGVAR JOHANSSON et al. (1963)
[103]. |

9 - Conclusions du chapitre:

La modélisation de la solubilisation des hémicelluloses peut étre approchée par le
concept de deux cinétiques de solubilisation de premier ordre, 'une rapide et I'autre lente, ceci

en conformité avec de nombreux auteurs et travaux.

Cette modélisation est conduite via I'utilisation de la sévérité du prétraitement décrite
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par le facteur Rp qui découle d'une signification thermodynamique , 1i€ a I'existence d'un "effet
de compensation " et d'une "température isocinétique” et d'un concept basé sur le mécanisme
conformationnel developpé pour des réactions homogenes , appliquable aussi pour des
réactions hétérogénes si on tient compte de "l'accéssibilité limitée des réactifs".Cette derniere
est introduite dans le modele par le biais de xrq : 1a fraction des hémicelluloses facilement

hydrolysables.



CHAPITRE 6

HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES HEMICELLULOSES
SOLUBILISEES

1- Introduction

Alors que I'hydrolyse enzymatique de la cellulose et sa cinétique ont été extensivement
étudiées, relativement, trés peu est connu a propos de I'hydrolyse enzymatique des
hémicelluloses, ainsi que sa cinétique de dégradation, par voie enzymatique. |

En effet, le peu de travail qui a été fait jusqu'a présent traite de I'hydrolyse des X)‘rlancs
A l'état de polymére non soluble (KHAN et al. (1987) [111]; DALY et al. 1983 [42];
GORBACHEVA et al. (1977) [83], [80]).

Pour le cas des hémicelluloses solubles obtenues par prétraitement quelconque, la
littérature en est presque dépourvue.

1l est trés important de relever quelques travaux, en 'occurence, celui de YUNDT en ...
1951! qui a travaillé sur I'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses obtenues a partir des tiges
d'orge. |

Ce travail revéte un caractére important pour le notre, car il constitue une base de
comparaison valable, vu que YUNDT [240] a utilisé le méme systéme enzymatique: Cellulases
d'Aspergillus niger, et & peu de choses pres, il a travaillé dans les méme conditions
d'hydrolyse que celles qu'on a utilisé. |

Il est intéressant de mentionner aussi le travail de DEHORITY (1967) [46], relatif a la
dégradation des hémicelluloses par des cultures pures de bactéries cellulolytiques (Rumino
cocci (Rumen Bacteria)).

Un autre travail tout aussi intéressant est celui de KAZUMASA SHIMIZU et al. (1983)
[109], qui ont travaillé sur une certaine variété de bois du Japon, feuillus (44 espéées) et les

coniferes (6 especes) par auto-hydrolyse et hydrolyse enzymatique des filtrats riches en xylose
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par I'enzyme "MEICELASE-P", dérivé du fungus Trichoderma viride.

Il faut dire que dans ces derniers articles concernant I'hydrolyse enzymatique des
hémicelluloses, la méthodologie employée est juste mentionnée, mais pas explicitement décrite.

Apres les prétraitements thémo-mécano-chimiques effectués sur les tiges de mais est sur
I'Alfa dans le procédé UdeS-H, dans les conditions optimales de solubilisation des
hémicelluloses, celles-ci contenues dans les filtrats récupérés, constituées essentiellement
d'oligomeres, doivent étre hydrolysées par un systéme d'enzymes appropﬁés, afin de les
réduire en forme de monomeres pour des utilisations ultérieures (fermentation par Candida
utilis ). »

Pour ce faire, différents systémes enzymatiques sont essay€és entre autres:

- les hémicellulases

- les cellulases

- les B-D-xylosidases

ainsi que leur combinaison, pour dévoiler les actions synergiques entre ces différents enzymes.

2- Présentation d nzym tilisés - Spécifications:
Trois syst¢mes enzymatiques ont €té utilisé€s fournis par Sigrha Jls proviennent tous
“d'un méme rnicroorganisme: Aspergillus niger.
D intion:
2-1 Hémicellulases:
Poudre partiellement soluble dans I'eau, standardisée avec du lactose, contenant une
activité cellulolytique.
Activité: 0.026 Ul/mg poudre du systéme B-galactose déhydrogenase.
Définition de cette activité: 1 Unité (UI) libére 1.0 pmole de D-galactose a partir des
hémicelluloses par heure 3 pH = 5.5 et 2 37°C.
Activité cellulolitique: 0.018 Ul/mg poudre

Définition de certe activité: 1 Unité d'activité cellulolytique, libére 1 pmole de D-
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glucose 2 partir de la cellulose par heure 3 pH =5.0 et 2 37°C.

2-2 Cellulases:
Cellulase de type I (Sigma), poudre complétement soluble dans l'eau, contenant
d'autres activités enzymatiques,

Activité: 0.5 Ul/mg poudre. Cette activité étant déja définie.

2-3 B-D-xvlosidases (B—1-4-D-xylosidase, B—1-4-D-xylane xylohydrolase EC
3.2.1.27). Pourdre partiellement purifiée, suspendue dans une solution de 3.5M (NH,4),SO,
etS0M acetéte, pH =5.2.

En plus des deux enzymes $—1—4-D-xylosidase et §—1—4-D-xylane xylohydrolase,
d'autres enzymes sont présents comme impuretés:

- B-galactosidase (lactase) 25% des impuretés

- o-galactosidase (lactase) 10% des impuretés

- B-N-acetylglucosamidase 50% des impuretés
Activité: 4.9 Ul/mg protéine (0.496 mg protéine/ml) = 0.0024 Ul/ul

Définition de cette activité: 1UI hydrolyse 1.0 pmole O-nitrophenyl-B-D-xyloside en

O-nitrophenol et D-xylose par minute 3 pH = 5.0 et 2 25°C.

3- Hydrolyse enzymatique avec des enzymes libres
3-1 Meéthodologie appliquée:
3-1-1 Préparation de la solution tampon (citrate de Na).
1-1 - Préparer une solution de citrate de sodium 0.1 M(29.0 41 g/1, pH =
8.00).
| 1-2 - Ajuster le pH de la solution 2 5.5 & l'aide d‘une solution 0.1 N d'HCL

- 1-3 - Ajouter 50 mg de NaN, (sodium azide), comme préservatif contre les

contaminations microbiennes;
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Spécifications du tampon obtenu:
- ion tampon citrate, 0.1M
- pH=55
- 0.005% NaN,

3-1-2 Protocole expérimental:

Le protocole expérimental adopté est simple et est en conformité avec ceux utilisés
pour mesurer l'activité enzymatique des hydrolases rapportée par plusieurs études.

Dans notre cas, on prend environ 20 ml du ﬁltrat a hydrolyser, on I'évapore a sec,
par lyophilisation, aprés on ajoute 20 ml de la solution tampon, 20ul de la solution de B-D-
xylosidases et une certaine quantité de cellulase ou des hiémiceliulases, et on mesure le
pH.Celui-ci doit étre entre 5.2 2 5.4.

On proceéde ensuite a I'hydrolyse enzymatique, en mettant le mélange substrat-
enzymes dans des erlenmeyers de 50 cm?, on les place aprés dans un incubateur rotatif placé
dans une salle dont la température est réglée, constante 8 30°C £ 0.1°C.

Les conditions d'hydrolyse sont donc:

-T=30°C

pH=52-54
temps d’hydrolyse: 0 - 48 h.

vitesse de rotation: 180-200 tours/min.

A un temps bien défini, on retire un aliquot du mélange (hydrolysat). Celui-ci
est mis dans un tube 2 essai.

On inactive ensuite rapidement la réaction d'hydrolyse dans de I'eau bouillante
préalablement préparée pendant 10 minutes afin de dénaturer les enzymes et on procéde alors 2
une microfiltration a 0.45 pm.

A 2 ml du filtrat on ajoute alors 3.0 & 6.0 mg de sorbitol et on homogéinise.Celui-ci

~ nous sert de standard interne afin de faire la quantification des monomeres par
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chromotographic HPLC.

Cette méthode s'est révélée rapide assez précise et versatile par rapport & d'autres
méthodes (colorimétriques, par exemple, qui souffreht d'imprécision pour le cas de filtrats
complexes, obtenus par prétraitement thermo-mécano-chimique aes matériaux

lignocellulosiques). La figure 56 , résume ce protocole.

3-2 E . El- . . t -I I -ll E . I ] E l- z .

Pour savoir qu'elle est la combinaison enzymatique la plus apte et efficace 2 étre
utilisée pour nos substrats, on a procédé a des essais préliminaires en nombre de quatre et qui

sont comme suit:

Essais Substrats Hémicellulases B-D-Xylosidase | Cellulases
1 FABK - ' + -
2 FMBK + + -
3 FMBK - + +
4 FABK i + s

Les spécifications de chaque essai apparaissent dans les tableaux des résultats,

appendices C-letC-2.
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FILTRAT (20ml)

Evaporation & sec, masse connue

 — 20 ml solution tampon

20 pl -D-xylosidase

— X mg cellulase ou
hémicellulases
Mesure du pH
Hydrblyse enzymatique
Conditions: T =30°C
pH=52-54
Temps: t (h)

l

Inactivation des enzymes dans 'eau bouillante

T = 100°C, pendant 10 min.

Microfiltration a 0.45 um

2 ml échantillon + (3.0-6.0) mg sorbitol (STDI)

Analyse des monoméres par HPLC , atténuation: 2-3

Figure 56. Protocole expérimental de i'hydrolyse enzymatique
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e Tiges de mais

Milieux | | Filtrats liquides | Tampon | Cellulases | ‘B-Xylosidcs  Activité

No. évaporés (ml) (ml) (mg) W) | (U/mg)?
FMBK-H1 20 20 0.6 20 0.00113
FMBK-H2 20 20 17 | 20 10.00320
FMBK-H3 20 20 15.9 20 0.03000
FMBK-H4 20 20 159.2 20 0.30000
FMBK-H5 20 20 7.0 20 0.01320

o Stipa tenacissima.

Milieux ! Filtrats Tampon Cellulases | B-Xylosidases | Activité

~ (mD) ~ (m) (mg) (1 _ (Ul/mg) 2
FABK-H1 | 20 20 0.6 20 0.00355
FABK-H2 | 20 20 | 30 20 0.01777
FABK-H3 | 20 20 9.0 20 0.05322
FABK-H4 | 20 20 20.7 20 0.12260
FABK-H5 | 20 20 863 | 20 0.51100

1 FABK - H : Fractionnement - Alfa - Belkacemi - Khaled - Hydrolyse enzymatique
FMBK - H : Fractionnement - Tiges de mais - Belkacemi - Khaled - Hydrolyse enzymatique

2 Activité définie en unités internationales par mg de filtrat sec -
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3-3 Méthode de quantification - Calculs:

Pour le cas des hémicellulases un test "d'hydrolyse des enzymes" dans les mémes
- conditions décrites révele 1a présence du glucose et du galactose. -

Cette présence de sucres réduits dis au systéme lui-m€me est prise en considération
dans les calculs, pour le cas des hydrolyses avec des hémicellulases; ceci est dd, en fait, &
I'hydrolyse du lactose (€lément de standardisation de I'enzyme), qui, en présence sﬁrtout de la

galactosidase (lactase), 'hydrolyse en glucose et en galactose suivant la réaction:

CH,_OH CH,OH CH,OH

e ey i,

o - lactose D-glucose D-galactose

Figure 57 . Hydrolyse du lactose

Dans le cas de la cellulase., le test "hydrolyse des enzymes", ne révele la présence
d'aucun sucre, comme le montre le chromatogramme, (voir appendice F ).

Etant donné, la présence de sucres monomeres dans les filtrats avant toute
hydrolyse enzymatique, ces derniers sont soustraits et tenus en compte dans les calculs.

Pour savoir si I'hydrolyse enzyinatique est compléte ou non, on doit comparer les
€chantillons hydrolysés.enzymatiquement & 1'échantillon post-hydrolysé avec H,SO,, dans les
conditions optimales.

En tenant compte des pertes engendrées par cette poste-hydrolyse acide des filtrats,
relativement & chaque sucre, on fait I'hypothése que celle-ci représente 100% de

saccharification des oligoméres contenus.
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Formules de calculs:

- Sucres = Z sucres, (mg)
i

- Ratio = Sucres/masse filtrat sec (mg/mg) . [79]

Ratio(t) - Ratio(0)

% di hari ion =
o de saccharification Ratiop.h) - Ratio(0)

Ratio(t): Ratio obtenu aprés t heures d’hydrolyse enzymatique, corrigé par
rapport aux sucres libérés par les enzymes eux-mémes, pour le cas des hémicellulases.

~ Ratio(0): Ratio2 t= 0.0 (aucune hydrolyse)
- Ratio(p.h): Ratio aprés poste-hydrolyse a I'acide.

Il faut mentionner qu'a chaque fois qu'on commence ll'hydrolyse enzymatique des
filtrats, 3 tests préliminaires sont faits: .

1. dosage des mobnoméres dans le filtrat de départ, ceci afin de déterminer les
sucres se trouvant avant I'hydrolyse enzymatique

Tests: FMBK-O-NH (tiges de mais )
FABK-O-NH (Alfa)

2. dosage des monomeres dans le filtrat évapor€ a sec et mélangé uniquement avec
la solution tampon, sans présence d'enzymes, afin de voir s'il y a altérance des oligoméeres par
la solution tampon |

Tests: FMBK-O-NH1 (tiges de mais )
FABK-O-NH1 (Alfa).

3. dosage des monoméres des filtrats poste-hydrolysés a l'acide H,SO, dans les
conditions optimales, ceci afin de les comparer aux tests d'hydrolyse enzymatique, en faisant
I'hypothése que ce test représente le 100% de saccharification. |

Tests: FMBK-O-PH (tiges de mais)
FABK-O-PH (Alfa).
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Tous les autres tests sont codés de la maniére suivante:

FABK-H-ij i=15
FMBK-H-ij i=16.
Explication du codage:

FABK, FMBK (Filtrats obtenus par fractionnement dans les conditions
optimales).
H: relatif  hydrolyse enzymatique.
i: entier relatif au No du milieu.
j: entier relatif au temps d'hydrolyse.
( Voir tableaux des résultats, appendice C-2).
Il faut préciser que les oligomeres et polymeéres qui restent non hydrolysés sont
estimés par quantification avec HPLC utilisant la fnéthodc de standard interne.
L'injection de quelques oligo-maltoses et la partie soluble des xylanes (Sigma)
dans la colonne Biorad HPX, dédi€e aux monomeres révele des pics dont le taux de
recouvrement (% de pertes par rapport aux vraies quantités) est non significatif, c'est-a-dire

que:
Quantité calculée par HPLC

vraie quantité = 10.

3.4 Résultats expéri l

Les résultats expérimentaux de I'hydrolyse enzymatique des filtrats sont reportés dans
les tableaux mis en appendices C-1 et C-2.

Pour chaque ensemble d'expériences réalisées pour une quantité¢ d'enzyme bien
déterminée, il correspond deux formes de tableaux:

- le tableau rapportant le profil des différents sucres monomeres solubilisés ainsi que la
saccharification dans le temps..

--le tableau rapportant le profil des polymeéres oligoméres et monomeres dans les
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hydrolysats et ceci dans le temps.

Ces résultats sont aussi représentés par les figures 58 a 70.

3.5 Di . ¢ int stati i ssultat érimentaux:

De l'étude préliminaire, on constate essentiellement les faits suivants:

- 1la facilité avec laquelle I'hydrolyse enzymatique des oligoméres solubilisées est
réalisée, si on utilise le systéme cellulase d'Aspergillus niger

- avec ce systéme, la réaction enzymatique est trés rapide dans les premiéres heures,
apres elle se stabilise dans le ’temps

- aprés 24 h d'hydrolyse enzymatique, pratiquement tous les oligomeres solubles sont
hydrolysés |

- un fait remarquable, est la vitesse €levée avéc laquelle, les oligoméres identifi€s par
HPLC, qui de surcoit sont neutres sont dépolymérisés instantanément pour le cas des filtrats
des tiges de mais, et aprés quelques minutes pour les filtres de Stipa tenacissima (Alfa).

Rappelons que ces filtrats sont obtenus pouf les tiges de mais avec la présénce de 1%
(poids d'acide/poids de biomasse séche) , mais par contre, pour I'Alfa, ils sont obtenus par
auto-hydrolyse (sans apport d'acide).

Donc, d'emblée, on remarque l'effet de l'incorporation de I'acide lors du prétraitement sur
I'hydrolyse enzyrhatique des oligomeres solubles.

Dans le cas d'un prétraitement avec acide, ces derniers se trouvent solubilisé€s avec des
degrés de polymérisation sGrement plus faibles que lors d'un prétraitement sans acide
supplémentaire, ce qui par conséquent, facilite leur hydrolyse par les enzymes.

Le systéme B-D-xylosidase incorporé tout seul, est incapable de réaliser 'hydrolyse
enzymatique des oligomeéres solubles, mais incérporé en présence des cellulases,,ill. démontre |
bien son action synergique avec ces derniéres, et la saccharification est presque totale . On
suggére d'utiliser ces systémes enzymatiques dont l'activité est trés élevée , voir figure 58.

La quantification des sucres est rendue difficile, si on utilise le systtme hémicellulases qui
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Figure 58. Mise en évidence de I'action’
synergique des enzymes - comparaison
Heémicellulases - Cellulases d'A. niger

NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées

-4 1a main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées

a 1a main . Elles ne constituent en aucun cas des modgles ciné

tiques .
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Figure 64.Profils substrat-produits des
filtrats des tiges de mais - cas
ot ENZF= 0.03000 UVmg

NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
2 1a main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques . '
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Figure 65. Profils substrat-produits des
filtrats des tiges de mais - cas
ot ENZF = 0.3000 Ul/mg

NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
A la main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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en plus , des sucres libérés par le systtme lui-méme, entache celle-ci d'erreurs a cause de
I'apparition d'un pic important dii aux hémicellulases qui "masquent” carrément l'apparition
des pics diis aux sucres! (voir les chromatogrammes en appendices F).

De I'étude proprement dife de l'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses obtenues pour
les tiges de mais et Stipa tenacissima, employant les grilles expérimentales proposées plus haut
on retient les constatations suivantes:

- Thydrolyse est trés rapide dans la premiere 2 la deuxiéme heure, puis se stabilise
graduellement, pour finalement atteindre un palier (atteinte du régime permanent), voir ﬁgures
59 et 60, Ce profil a ét€¢ vérifi€ et rapporté par plusieurs auteurs, YUNDT (1951) [240] et
DEHORITY (1967) [47] pour le cas des hémicelluloses, DIANE KNAPERT (1981) [56],
SAWADA et NAKAMURA (1985) [181], DIANE KNAPERT et al. (1981) [57],
TARGONSKY (1985) [210], LINDEN et al. (1982) [126], GRETHLEIN et CONVERSE
(1982) [88], BLANCH et WILKES (1982) [22] pour la cellulose, LAMPTEY et al. (1985)
[120] pour les tiges de mais

- la concentration d'enzyme de départ fait augmenter le taux de saccharification. Il faut
remarquer que plus cette derni€re est importante plus la réaction est rapide, dans ces premiéres
heures, ce qui nous incite donc & réfléchir quant & un compromis concentration

d'enzymes/temps d'hydrolyse.
| D'aprés nos résultats, si on veut retenir un temps d'hydrolyse d'environ 24 h | la
concentration optimale d'enzymes a utiliser est = 0.12 Ul/mg de filtrat sec pour le cas de Stipa
tenacissima correspondant 3 ~ 90 % de sacchériﬁcation. Elle est = 0.06 Ul/mg de filtrat sec
pour les tiges dé mais, correspondant & un taux = 90 % de saccharification.

Par contre si on veut retenir un temps d'hydrolyse plus court, ~ 4 h , une concentration
de 0.3 Ul/mg de filtrat sec doit étre utilisée pour les tiges de mais et 2 0.5 Ul/mg de filtrat sec
pour I'Alfa ceci afin de satisfaire un taux ~ 90% de saccharification.

Une fois de plus, on constate qu'il faut plus d'enzymes pour le substrat d'Alfa car les

hémicelluloses obtenues dans ce cas-ci, sont essentiellement en forme d'oligomeéres plus longs
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que ceux obtenus pbur les tiges de mais.

Ceci est tout 2 fait normal, car I'hydrolyse avec l'acide dilué a eu aussi uhe certaine
contribution. |

Si on observe les figures 61 & 70 , montrant les profils d'hydrolyse des polyméres et
oligoméres et la production des monomeres, on s'appergoit que trés rapidement aux premieres
heures de la réaction les polymeres diminuent, les oligomeres apparaissent rapidement, passent
par un maximum puis se dégradent de plus en plus et disparaissent compleétement a des temps
relativement longs et des concentrations d'enzymes €levées.

Le maximum observé pour le cas des oligoméres se trouve déplacé dans le temps, en
fonction de la concentration d'enzymes utilisés.

En effet, il apparait aux premiéres heures et ceci pour des concentrations d'enzymes
élevées, tandis que sa manifestation ne se produit qu'aprés moins d'une dizaine d'heures pour
des concentrations trés faibles d'enzymes.

Tous ces profils sont observés pour le cas des deux substrats: les tiges de mais et Stipa
tenacissima, ce qui rappele "cinétiquement parlé" des réactions successives.

Ceci est dii A I'action synergique des différents systémes enzymatiques mis en jeux, ol
l'action hydrolytique des uns completent celle des autres.

Les cellulases sont connues comme un amalgame d'enzymes possédant dans la plupart
des cas une activité xylanolytique assez prépondérante pour hydrolyser les xylanes et les

‘xylanopyranosides.

3.6 - Conclusion tirée de cette partie :

L'utilisation d'enzymes sous leur forme libre pour hydrolyser les hémicelluloses
obtenues par prétraitement thermo-mécano-chimique requiert des concentrations importantes
exprimées en unités internationales d'activité d'enzymes par mg de filtrat sec .

Leur addition & des concentrations faibles dans de grands volumes du milieu a traiter

rend aléatoire leur récupération dans des conditions économiques détérminées , ce qui par
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conséquent limite leur emploi.
Ceci nous améne a réaliser I'hydrolyse des oligomeres solubles des hé micelluloses par la

technique d'hydrolyse par immobilisation d'enzymes sur un support.

4- Hydrolyse enzymatique avec enzymes immobilisés:
4-1 Introduction:

La rétention d'enzymes dans une phase insoluble, connue sous le nom d'immobilisation
d'enzymes, a suscité un grand intérét et de nombreux travaux de recherche.

Dans un domaine théorique, I'immobilisation d'un enzyme sur un support de structure
parfaitcmcnt déterminée, permet d'élaborer des hypothéses quand & son fonctionnement ir
vivo. En effet, il est maintenant connu que la plupart des enzymes agissent in vivo, non pas a
I'état libre, mais a I'état fixé, notamment au niveau des structures membranaires des cellules et
de leur organites.

Dans le domaine pratique, 1'immobilisation des enzymes offre la possibilit€ d'une mise
en oeuvre continue, ou de l'utilisation répétée du biocatalyseur.

Sur le plan technologique, I'immobilisation d'cnzymés conduit 5 un meilleur contréle de
I'activité, en jouant sur le temps de résidence et sur les conditions de mise en ocuvre déns les
réacteurs.

Précédemment, on a mentionné un compromis quantité d'enzymes/temps de réaction, ol
pdur avoir des rendements acceptables pour un temps de réaction relativement pas long, il
fallait utiliser des concentrations d'enzymes €levées, ce qui, dans un plan purement pratique
revient cher et non rentable. .

L'objectif fixé dans ce qui suit, est de faire une étude expérimentale de faisabilité
d'hydrolyse des filtrats hémicellulosiques par des enzymes immobilisés sur un support:
alginate de calcium.

Les propriétés gélifiantes de ce polyoside naturel extrait d'algues, sont utilisées pour

procéder a I'immobilisation d'enzymes par inclusion, dans des conditions particuliérement
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douces. (rapport final - BIOREACT ENG, NRCC23784, 1984) [22].

42 Méthodologie - Description de I'installation:

I bilisation d :

La cellulase d'Aspergillus niger et la B-xylosidase du méme microorganisme ont été
utilisés pour cette fin. |

L'immobilisation a été faite au NRC-C, Ottawa, utilisant la méthode par inclusion, et
employant comme suﬁport l'alginate de Calcium. (Woodward, 1985) [237].

Les spécifications pour la préparation sont comme suit:

4-2-1 Préparation d'enzymes:

Cellulase B-xylosidase Alginate de Ca Tampon Ca
4%
1.00 gr
ou 0.438 ml I75ml 175 ml
500 UI |
4-2-2 Solution tampon Ca:
CACLy: «verveveresssessssssessssssesessenae st et aes e saenacesennns 2.50 g/
NAN DS © oo eeeeseee e e e et e e eee e e e eeeesaeeneenee s ean e eneereeeseaens 50.00 mg/l
NBACE cvn e eereseeeeeseseseeseeeeeeeeeeseseseeeoeaseeeaeasesess et e aeanaeannns 272 g/l
4-2-3 Méthodologie expérimentale:

Le filtrat hémicellulosique qui a été gardé congelé est décongelé a température

ambiante, puis filtré sous vide, afin d'enlever les précipités qui se sont formés durant le
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stockage sous congélation.

Au filtrat obtenu, on ajoute une certaine quantité de la solution tampon citrate (pH =
5.5), afin de ramener le pH final de la solution & 5.2. Ceci représente donc le substrat a
hydrolyser enzymatiquement.
¢ Remplissage de la colonne avec le biocatalyseur:

Avant de mettre le biocatalyseur, on enrobe le support inférieur de la colonne d'une
couche de laine de verre, suivie d'un filtre, ceci afin de prévenir toute particulé de s'y infiltrer et ‘
d'éviter que les particules du biocatalyseur ne s'écrasent sous l'effet de la pression du lit, ce qui
bloquerait tout ruissellement du substrat , voir figure 71.

Ensuite, on remplit la colonne, jusqu‘a une hauteur H(7-10cm) de particules du bio-
gel, et on laisse écouler la solution tampon Ca, ce qui place le catalyseur dans la colonne.
¢ Démarrage de la réaction:

A l'aide de la vanne micrométrique, on introduit le substrat a un débit Q (quelques
gouttes par minutes), aprés avoir réglé la température du thermostata T ° C. (35-43°C).

On laisse s'écouler envﬁon 1 h, pour étre sir que le régime stationnaire thermique et
massique est établi. A ce moment 14, on commence a chronométrer le temps d'écoulement et de

recueillir le substrat hydrolysé.

4-3 Grill éri tal tilisées:
Le volume de réaction V' était de 37.15 cm3 a 53.07 cm3.
Pour le cas du substrat d'Alfa, deux températures ont ét€ essayées:
- une température tout pres de la température optimale, 35°C
- une température un peu plus élevée, 43°C.
Pour le cas des tiges de mais, la température était de 35°C.
Remarque:
- Avec la température de 43°C, on avait certaines difficultés a opérer, 3 cause du

ramollissement du biocatalyseur et ce malgré I'ajout de la solution tampon Ca.
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» Alfa:
Expérience Q Vr T T
# cm3/h cm3 h °C
-ALFA-HI 16.12 53.07 3.29 35
ALFA-H2 33.25 53.07 1.60 .| 35
ALFA-H3 1.17 53.07 36.10 35
ALFA-H5 '1.50 37.15 24.77 35
ALFA-H6 36.80 53.07 1.44 35
ALFA-H8 23.04 53.07 2.30 43
ALFA-H9 1.81 53.07 29.30 43
ALFA-H10 19.05 37.15 1.97 43
ALFA-H11 | 188.00 53.07 ~ 0.28 43
o Tiges de mais:
Expérience Q Vr T T
# cm3/h cm3 h . °C
MAIS-H2 6.20 53.07 8.56 35
MAIS-H3 1.05 53.07 50.54 35
MAIS-H4 12.86 53.07 4.13 35
MAIS-HS5 17.00 42.45 - 2.49 35

4-4 Q I - E | . I r'd ! I I i ’ . I -
On a utilisé la méme quantification et la méme procédure expliquée plus haut, pour le cas

~ des enzymes libres et I'analyse des monosaccharides est faite par chromatographié HPLC.
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11 faut mentionner que les filtrats de départ, ramenés 4 un pH de 5.2 avec la solution
tampon, ont ét€ analysé€s et identifi€s sous le nom de FABK-O-NH et FMBK-O-NH.

Pour déterminer le % de saccharification, ces mémes ﬁhrats ont ét€ hydrolysés a l'acide,
Ies tests sont identifiés par les noms FMBK-O-PH et FABK-O-PH, Qoir tableaux des résultats,
donnés en appendice C-3.

Les résultats cxpérimentaux, de T'hydrolyse des filtrats avec des enzymes immobilisés
sont mis en appendice C-3 et sur les figures 72 et 73.

Ils représentent le profil de solubilisation de chaque sucre monomeére et celui de la

saccharification en fonction de la vitesse spaciale exprimée en h-l,

4-5 Interprétations - Problémes rencontrés:

D'apres les résultats obtenus, on constate que le taux de saccharification diminue avec la
vitesse spatiale ou taux de dilution, ce qui revient a dire qu'elle augmente avec le temps de
passage du substrat a travers le lit du catalyseur.

Pour Ie cas de Stipa tenacissima, cette diminution est plus brutale, cela veut dire que le
substrat est hydrolys€ moins rapidement par rapport a celui des tiges de mais, ceci aux mémes
conditions de température et pH.-

Ce résultat est attendu, di justement 2 la taille plus grandé des oligomeres solubilisés
obtenus par auto-hydrolyse de Stipa tenacissima, ce qui limite leur diffisuion 2 travers les pores
du bio-catalyseur et leur accessibilité aux enzymes.

L'élévation de la température pour ce biocatalyseur se réflete par une perte relative
d'activité des enzymes et n'augmente nullement le taux de saccharification.

On espérait augmenter la diffusivité du substrat en augmentant la température, en fait, il
'y avait désactivation des enzymes, ceci est expliquable car a la température de 43°C, les bio-
particules ramollissaient, ce qui libérait quelque peu les enzymes encastrés dans la matrice du

support d'alginate, se traduisant par une perte d'activité.
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en poipﬁl{és ne sont gue des tendances moyennes tracées
ala main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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A cette température, un probléme surgissait, 'homogéinisation du lit avec le temps, ce
qui arréte tout écoulement, ceci est dfi 2 la nature compressible des particules d'alginate sous
l'effet des pertes de charges AP du lit. |

Donc nous pouvons dire que T = 43°C altére les propriétés mécaniques des particules
d'alginate, ceci est mis en relief dans le rapport NRC-C 23784, [22].

11 faut mentionner le succes avec lequel les expériences sont conduites 2 la température
de 35°C, qui constitue donc un bon compromis entre les propriét€s mécaniques des particules
d'alginate, l'activit€ enzymatique des différents systémes enzymatiques présents et la diffﬁsion
du substrat.

Un taux de saccharification de 72 % est obtenu pour un temps d'environ 8 h pour le cas
des tiges de mais , alors qu'un taux d'environ 65 % pourrait étre obtenu avec le méme temps de

passage et la méme température , pour le cas de Stipa tenacissima .

4.6 - Conclusions de cette partie:

De cette étude concernant I'hydrolyse enzymatique des hémiéelluloses par
immobilisation d'enzymes , on peut tirer les conclusions suivantes:

- L'hydrolyse enzymatique des filtrats par le systéme cellulase et 8 - D - xylosidase
d'Aspergillus niger immobilisés sur un support d'alginate de Calcium est faisable , avec des
taux de saccharification appréciables.

- L'augmentation de la température affecte les propriétés mécaniques du support
d'alginate et l'activité des enzymes.

- L'utilisation de l'alginate de Calcium comme support pour I'immobilisation des
enzymes est en général efficace pour I'hydrolyse des substrats pourvu que la température ne
soit pas trop élevée.

- L'operation peut se faire sous des conditions non aseptiques , durant des périodes

- assez longues , quand la température du systéme est de I'ordre de 35 ° C.
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i
- Les résultats , comparativement & ceux obtenus avec des enzymes libres sont
intéressants , ol I'intéret pratique réside dans I'obtention d'une sacchaﬁtfcaﬁon similaire tout
en travaillant en continue ou semi-continue , sans perte du biocatalyseur €t sans aucun recourt

a une séparation produits/cnzyines , comme c'est le cas des enzymes libres.

5. Modélisati fe I'hvdrol i les hémicellul
5-1 Généralités:

L'importance de la modélisation de la cinétique enzymatique revét un caractére
primordial pour un éventuel contrSle de la réaction et I'€lucidation de sa mécanistique.

Jusqu'a présent, aucune tentative de modélisation de I'hydrolyse enzymatique des
hémicelluloses n'a été effectuée et au nivean des mécanismes réactionnels , trés peu de travaux
ont été faits. |

La "carence" en informations 2 ce niveau, est due probablement 2 la diversification du
mode d'action des cnzyines capables de dégrader les hémiccllulosei

Comme on 1'a mentionné au chapitre, revue bibliographique, on peut distinguer
principalement des enzymes de type endo et des enzymes de type exo. Les premiers ciiés ayant
une activité dite viscométrique produisent des oligoméres principalement, les autres quant A eux
produisent des oligoméres et des monomeres.

Le plus souvent ces enzymes ne sont pas utilisés dans leur forme la plus pure et
toutes ces activités peuvent exister ensemble. |

Dans la majorit€ des cas, les substrats utilisés sont souvent des molécules ou
macromolécules complexes et hétérogénes, ce qui rend ardue, la mise en évidence d'un
mécanisme d'action et 1a modélisation de I'hydrolyse de ces mémes substrats.

L'étude du mode d'action de ces enzymes dites hydrolases, sur les polysaccharides
est aﬁssi rendue compliquée par la répétitivité de l'attaque des enzymeé sur le méme substrat.

Il a ét€ montré que ce genre d'enzymes catalysent I'hydrolyse des polysaccharides par

d'autres voies autres qu'un simple clivage hydrolytique.
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d'autres voies autres qu'un simple clivage hydrolytique.

Effectivement, en fonction de la concentration du susbtrat desE réactions de

transglycosylation et de condensation sont observées sur les oligomeéres forfmant ainsi des
macromolécules plus grandes que celles de départ, BIELY etal. (1981) [19]. i

Ces réactions requierent probablement l'intéraction des enzymes avec plus d'une
molécule de substrat. |

Notons que ceci se rencontre surtout pour des concentrations élevées en substrat,
BIELY etal. (1981) [19].

' La meilleure approche pour étudier la dégradation des polysaccharides par les
hydrolases est d'utiliser des substrats bien définis structurellement et simples, servant comme
modeles avant de se cons abrer a affronter I'étude des entités complexes.

PAICE et JURASEK (1977) [150], FRATZKE et REILLEY (1976) [74], pensent
que généralement le mécanisme hydrolytique des hydrolases est apparemment, dans la plupart
des cas, presque similaire et peut étre  la limite identique. -

A cause des similarités structurelles des hémicelluloses par raport 3 la cellulose
(liaisons fB-1-4- C-O-C), beaucoup de convergences peuvent &tre trouvées au niveau des
mécanismes , entre ces deux substrats et entre les enzymes dits cellulolytiques et ceux  activité
hémicellulolytiques, FRATZKE et REILLEY (1976) [74].

On a jugé bon de cerner I'action hydrolytique des enzymes sur les hémicelluloses par
une approche globale et de proposer un modele de la cinétique d'hydrolyse des hémicelluloses.

Ona préféré inclure ce volet en appendice G, dans le cadre de ce travail , car il serait
"prétencieux"” d'affirmer avoir cerné le mode d'action de tels systémes enzymatiques en raison
de la complexité de cette tache.

L'approche proposée ne représente qu'un "avant - goit" a ceux qui s'interessent

étudier enti€rement ce travail .
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6- Conclusions du chapitre :

En guise de conclusion & ce chapitre, nous pouvons avancer les principaux points
abordés et formuler une synthése relative a I'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses.

Les point abordés et discutés traitaient principalement de:

- I'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses avec des enzymes libres (en solution)

- I'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses avec des eniymes immobilisés dans un
support d'alginate de calcium.

Concernant le premier point, les conclusions a retenir sont:

- le trés peu de travail fait dans ce domaine

- TI'action synergique et l'efficacité d'hydrolyse des hémicellulloses par les cellulases et
- B-D-xylosidases d'Aspergillus niger

- l'effet d'incorporation de l'acide lors du prétraitement sur la vitesse de
saccharification par les enzymes |

- un profil tres rapide de saccharification qui se stabilise ensuite dans le temps, et ceci
en conformité avec les résultats de la litt€rature |

- l'existence d'un compromis quantité d'enzymes/temps de réaction pour avoir des
rendements acceptables de saccharification.

Pour le deuxi€me point, on peut retenir ceci:

- la saccharification diminue avec la vitesse spatiale ou taux de dilution, donc c11¢
augmente avec le temps de passage

- le méme effet .de la concentration d'acide lors du prétraitement du substrat sur le taux
de saccharification obtenu pour le cas des enzymes libres est observé |

- I'augmentation de la température se traduit par une perte en activité due au
ramollissement des bioparticules emprisonnant les enzymes, et ceci au dela de l'optimum
permis qui est de T=30°C

- un meilleur contrdle de I'activité enzymatique en jouant sur le temps de résidence et
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les conditions 2 mettre en oeuvre
- la mise en oeuvrcja en continu du procédé d'hydrolyse évitant ainsi la perte et le
"gaspillage” du biocatalysefur dont le facteur économique est des plus pﬁmprdiaux pour ce

genre de procédés

-la faisabiiité de tels{ procédés tant du point de vue conceptuel que technologique.

Enfin , concernant il'aspect de I'hydrolyse enzymatiques des hémicelluloses en termes
de schémats réactionnels , on reléve les points suivants:

- la complexité du mode d'action de ces enzymes dont la mécanistique est sans doute

basée sur l'action synergique de plus d'un enzyme.



CHAPITRE 7

ESSAIS DE TOXICITE DES FILTRATS OBTENUS

1- Introduction:

La bioconversion deé résidus agricoles en protéines d'organismes unicellulaires (SCP)
a regu et continue a recevoir une attention particuliére.

Candida utilis est 'une des levures les plus impliquées dans de telles bioconversions,
ceci en raison de sa teneur relativement haute en protéines, de son profil complet d'acides
aminés et de son abilité & utiliser un bon nombre de substrats.

En effet, on rapporte dans la littérature l'utilisation des effluents des usines de
conditionnement d'ananas comme substrat pour la croissance en continu de Candida utilis,
PRIOR (1984) [164] et d'effluents de distilleries des mélasses de cannes a sucre ot les sucres
non fermentables sont complétement utilisés pour la croissance de cette levure en réduisant de
17% la BOD des effluents initiaux, SIVARAMAN et al. (1984) [206].

D'autre part, KEKOS et KOUKIOS (1985) [110] rapportent dans leurs travaux
l'assimilation par Candida utilis des polysaccharides contenus dans les glands de chéne et ceci
apres prétraitement avec de I'acide dilué (HCI, H,SO,, H;PO,) et extraction des tanins
présents dans ces glands avec une solution de NaOH 0.05 N.

L'objet de ce chapitre est d'examiner et d'étudier 'abilité a la croissance de Candida
utilis dans les filtrats obtenus par prétraitement thermo-mécano-chimique en phase aqueuse
suivi d'une hydrolyse enzymatique utilisant le systéme cellulases/B-xylosidases d'Aspergillus
niger et ceci pour deux biomasses a savoir: les tiges de mais et Stipa tenacissima (Alfa).

11 sera aussi question de mettre en relief la toxicité de ces substrats vis a vis de la

croissance de la levure Candida utilis.
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2- Elaboration du milieu de culture:

Le milieu de culture utilisé se compose en plus du filtrat contenant la source
carbohydratée (sucres), de différents sels (€léments micro et macro-nitritifs) et d'une solution
vitaminée d'Ergostérol (provitamine D,) cdmme préconisé par Moss et al. (1969) [144]. Le
pH du milieu est ajusté a 5.0 avec une solution normale (1 N) de soude.

La composition du milieu de culture sur une base de 100 ml est la suivante:

Composants Quantités
KH,PO, 0.68 g
Peptone 50mg
Extraits de levure 50 mg
(NH,),S0, 0.388 g
Solution A 200 ul
Solution B 500 pl |
Solution C 500 pul
Solution D | 600 ul
Solution E 250 pl

La solution A est une solution d'acide citrique 1 M.

La solution B se compose de:

HCl concentré : 13ml

Ca0 : 1.12 g
ZnO : 040 g
FeCl;.6H,0: : 540 g

MnCl,.2H,0 : 1.00 g
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Cu(Cl,,2H,0 : 017 g
CoCl,.6H,0 : 024 ¢
H;BO, : 006 g
Eau distillée 11

La solution C se compose de:

HCIl concentré : 45 ml
MgO : 10.10g .
Eau distillée : 11

La solution D se compose de:
Ergostérol : 2g
Ethanol 95% : 11
La solution E estdu Na,HPO, demi normale (N/2).
11 faut noter que lors de la constitution du milieu de croissance les solutions A, B et C
sont préalablement mélangées et ajoutées séparément par rapport au reste des sels.
Le milieu ainsi constitué est strérilisé sous autoclave a 125°C pendant 15 minutes puis

refroidi et gardé au réfrigérateur a I'abri de la lumiére pour Etre utilisé.

3 - Méthodologie expérimentale:
3.1- Expéri fes 1 limaté ilieu d lture:

Pour étudier le comportement du filtrat vis & vis de la croissance de Candida utilis, 50
ml de milieu de culture sont mis dans une erlen de 250ml! en présence de 125 mg de levure
séche réalisant ainsi un innoculum de 125/50 = 2.5 mg/ml.

L'erlen est munie d'un bout de coton a son col pour éviter de dép0ts de poussiéres a
I'intérieur tout en laissant l'air s'y infiltrer car la fermentation doit avoir lieu en conditions
aérobies.

La fermentation est réalisée dans un incubateur dont la température COhstante est

réglée a 30°C et sous agitation de 250 tours/min.
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Afin de mettre en relief la toxicité des substrats, on a dii préparer pour les tiges de
mais différents substrats:
1- hydrolysat enzymatique pris tel quel (brut)
" 2- hydrolysat traité par extraction a I'acétate d'éthyle pendant deux heures
3- hydrolysat traité avec de la chaux vive Ca0 a environ 1 g de Ca0/ 50 ml de filtrat.
4- une solution de monosaccharides reconstituée contenant le méme spectre de

monomeres et & peu de choses prés les mémes concentrations en sucres que 'hydrolysat non

traité.
Le schéma du traitement avec CaO est comme suit:
50ml d'hydrolysat ‘
i i
Agitation~ 2min
Centrifugation
.15 4 20 min
Solide Centrifugat
Ca(OH) o Ct
autres ‘
Incorporation du
milieu de culture
pH = 10

!

HaPO,——p pH = 50

Pour Stipa tenacissima les essais sont réalisés avec:
- T'hydrolysat enzymatique pris tel quel

- le meilleur entre les traitements 2 et 3 réalisés sur les substrats de tiges de mais.
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L'hydrolyse enzymatique des filtrats a été€ réalisée en incorporant 100ml de solution
tampon au filtrat issu du prétraitement dans les conditions optimales et préalablement lyophylisé
contenant potentiellement environ 1.1 g de sucres monoméres, soit aprés ajout de 100ml de
solution tampon environ 11 g sucres/1, |

1.59 g de cellulases et 100ul de B-xylosidases sont ensuite ajoutés et la réaction

~ enzymatique a été réalisée dans les conditions suivantes:

Température : . 30°C
pH : 5.33
Temps d'hydrolyse : 30 heures.

Et ceci pour s'assurer que tous les oligoméres et polymeres sont hydrolysées en

monomeres.

xpérien v levur limaté ‘ milie ulture:

La conduite des expériences en acclimatant les cellules des levures avec le milieu de
culture avant de les :inoculer proprement dit dans les milieux 2 tester est jugée nécessaire pour
mettre en évidence les étapes dites de latence qui pourraient &tre observées dans le lot des
expériences conduite sans adaptation.

Pour ce faire, on a modifi€ la méthode de préparation de I'innoculum, comme suit:

3-2-1 Méthode de préparation de  Iinoculum:

Environ, quelques particules de levure ( 1 mg/ml ) sont suspendues dans un
milieu de culture tel que décrit précédemment contenant comme source carbohydratée du
xylose, glucose, mannose, arabinose, et du galactose, dans les mémes proportions que celles
utilisées auparavant, pour le cas du milieu reconstitué, afin de réaliser artificiellement 4 peu de
choses pres les hémicelluloses contenues dans les biomasses utilisées: Alfa et tiges de mais.

Les étapes pour préparer I' inoculum sont représentées par la figure 74.
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Milieu de culture frais ~ f————P | o\ ec 1yophil.iéées gardées 2

!

[C] 1 mg /ml

!

Incubation a 24h, 30°C

v

Centrifugation
. Cellules fraiches
Centrifugat imbibées
Milieu de fermentation 2 tester P Innoculum de 2 mg /mi

Figure 74. Etapes pour préparer J'inoculum

Ceci a pour effet de permettre aux cellules de Candida urilis linduction du méme
systéme enzymatique pour dégrader les sucres lors des essais de fermentation. |
Apres 24 h d'incubation & 30°C et sous agitation de 250 tours/min on cenuifuge la
.suspension et on transfére les cellules obtenues dans les différents milieux de fermentation a
tester, réalisant ainsi un innoculum de 2.0 mg/ml.
La méme méthodologie expérimentale est utilisée que celle décrite précédemment pour

le cas des expériences conduites avec des cellules non acclimatées.

~4- Procédure analytique:
A un temps t un aliquot de 3ml est prélevé, 1ml est mesure avec précision i l'aide
d'une seringue de 1ml, il est ensuite lyophylisé, le solide obtenu est pesé. Les deux ml qui

restent sont centrifugés, 1ml du centrifugét obtenu est microfiltré sur un filtre de 0.45 um, il
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servira au dosage des sucres monomeres par chromatographie HPLC .

Le schéma suivant nééume la procédure, voir figure 75.

11 est & noter que la méthode de détermination de la quantité de biomasse formée dans le
temps par pesége du poids sec de cellules lavées est préférée a la méthode

spectrophotométriques ol la couleur des filtrats influe beaucoup sur le résultat final, donc

moins précise.

5_ G ." ' E N ! l |
Pour chaque ensemble d'expériences conduites avec et sans acclimatisation des cellules,
quatre milieux ont ét€ testés.
Ces expériences sont codées comme suit:
5-1 Expériences sans acclimatisation:
FMBK-F-1J, R-J I=1,2,3
FABK-F-1J J=0,1,2,3,4,5,6,7
I indiciue le No de série de I'hydrolysat utilisé.
1- hydrolysat enzymatique brut
2- hydrolysat enzymatique extrait a 'acétate d'éthyle
3- hydrolysat traité€ a la chaux
R- solution de sucres reconstituée.
J: No de I'expérience de la série I, & un temps t.
F: fermentation
FMBK: Fractionnement des tiges de mais.

FABK: Fractionnement de Stipa tenacissima (Alfa).
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3ml filtrat
+ biomasse
Centrifugation f —
. ‘ »i Centrifugation
1ml, 6000. tours/mi 3 2ml 60(%0' tours/min
15min 15min
NA : i v
Solide . Solides L
Biomasse Centrifugat Cellules Centrifugat
Lavage - l :
- Microfiltration
Eau distillée , 1ml; 0.45 4m
Centrifugation : g,(l’beiml
Solide Centrifugat Dosage des sucres par

T .

l Lyophylisation ]

galcul des sucres

Figure 75. Etapes analytiques de fermentation
C: quantité de biomasse séche obtenue par 1ml du mélange réactionnel.

S: quantité de sucres restants dans 1ml de mélange réactionnel
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5.2 Expéri limatisation:
FMBK-F-1J, R-J I=5,6
FABK-F-1J, RA-J J=0,1,2,3,4,5

I indique le No de série de I'hydrolysat utilisé

5- milieu formé par les filtrats des tiges de mais

6- milieu formé par les filtrats de Stipa tenacissima

R- milieu reconstitué (sucres purs)

RA- Milieu reconstitué , auquel on a ajouté les résidus secs des extraits a l'écétate
d'éthyle du filtrat des tiges de mais!.

Ce dernier milieu est expressement préparé afin de vérifier et confirmer ou infirmer

I'effet des oligo et polyaromatiques solubilisés lors de 1'étape de prétraitement de la biomasse et
qui sont identifiés par chromatographie en phase gazeuse ( G.C capillaire ). |

Les fermentations ont été conduites pour différents temps d'incubation.

6- Résultats expérimentaux:
Les résultats sont tous reportés sur les tableaux donnée en appendice D et sur les

figures 76 279 .

7- Interprétation des résultats:
Cas d . ! ] limatées:

D'une fagon générale, pour ce qui est des expériences conduites avec des cellules non
acclimatées au milieu de culture , les sucres monomeres sont utilisés par Candida utilis suivant

le type de traitement que l'on fait subir & 'hydrolysat enzymatique.

1 Ces extraits sont obtenus en traitant 300 ml du filtrat des tiges de mais avec I'a cétate d'é thyle pendant 2
heures. :
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NB : Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
a la main . Elles ne constituent en aucun cas des modgles cinétiques .
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NB: Les courbes représentées par des traits pleins et en pointillés ne sont que des tendances moyennes tracées
a la main . Elles ne constituent en aucun cas des modeles cinétiques .
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Pour €lucider ce point et étudier la toxicité des hydrolysats on a dii réaliser pour le
substrat de tiges de mais trois milieux qui ne différent que par le mode de post-traitement, &
Savoir:

- milieu 1: substrat brut
- milieu 2: substrat traité & la chaux
- milieu 3: substrat extrait & I'acétate d'éthyle.

Le profil de métabolisme des sucres monomeres et celui de la croissance de la biomasse
sont fonction du type de post-traitement effectué.

En effet, la disparition du substrat et la croissance de la biomasse sont manifestement
plus rapides pour les milieux traités que pour le milieu brut non traité . Cet €tat est plus
prononéé quand I'hydrolysat est traité a la chaux vive (CaO).

Pour le substrat de Stipa tenacissima , cette constatation est difficile a faire en
comparant uniquement les profils de disfarition des sucres et d'apparition de la biomasse.

Pour appuyer cette thése, une étude systématique des vitesses ‘spécifiques de la
biomasse et du substrat est faite en tenant compte des points théoriques cités par ABBOTT et
CLAMEN (1973) [2]. '

On sait que toute croissance de microorganismes est caractérisée par les facteurs de
rendement suivants: |

M.y Vitesse spécifique maximale d'apparition de la biomasse (h!)

Yg: rendement quand la vitesse spécifique approche l'infini.

m'": coefficient de maintenance ( mg substrat/mg biomasse.h )

Rg: rendement global maximum.

Le coefficient de maintenance mesure la quantité de substrat consommé par les cellules
de la biomasse pour leur maintien en vie, BELKACEMI (1986) [13].

Si S représente la quantité¢ de substrat qui reste dans le milieu et C la quantit€ de

biomasse formée, on a alors:
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1 _dC
K= 7 [81]
1.dS K .
T - Y, [82)
. 1.dS , e
o G oSt la vitesse spécifique de disparition du substrat.
Du point de vue mathématique:
v 1.dS _
m'=-q¢e- quandp =0 | [83]
gd% et %;S— sont calculées par la méthode de pentes ou différentielle
moxY
R = —Max 8 84
£ u  +Y xm' 24]
max g
C'est avec ce rendement global R, que nous allons discuter nos résultats
expérimentaux.

L'équation [82] nous permet de déterminer Yg et m' pour chaque milieu, connaissant
M. ON peut déduire Rg a l'aide de I'équation [84].

La vitesse spécifique maximale pmax est dét€erminée comme suit:

D'une maniere général , la croissance des microorganismes suit une certaine loi qui

détérmine sa cinétique , et celle-ci s'exprime par:

p=pCs) - [85]
La plus simple des équations est celle due 8 MONOD , telle que :

M = HmaxS/(K+S) (861

ou K est une constante.
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| Malheureusement cette loi ne s'applique pas & nos résultats et pour estimer pmax On 2
pris comme vitesse spécifique maximale pmax = Max(pj ,i=1, M) ol M est le nombre
d'experiences réalisées.

Les résultats sont comme suit:

A- Tiges de mais:

Milieux Y, m' rl o R,
mg/mg.h h-1
Brut 0.2727 0.0135 0.9712 0.0138 0.2153
Traité a CaO 0.6406 0.0163 0.9193 0.0439 0.5175
Traité & AE 0.4013 0.0004 0.9936 0.0198 0.3980
B-' Stipa tenacissima:
Milieux - Y, m' rl T R,
mg/mg.h h-1
Brut 0.5070 0.0032 0.9905 0.0458 0.4897
Traité 2 CaO 0.3962 0.0004 0.9979 0.0630 0.3952
C- Milieu témoin reconstitué:
| |
Y, m' r! Homax R,
mg/mg.h h-1
0.4874 0.0159 0.9951 - 0.0335 0.3957

1 : coefficient de regression lineaire
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Ce traitement théorique nous montre clairement que dans le cas des tiges de mais,
I'hydrolysat traité avec CaO est plus apte 2 étre utilis€ comme substrat que le milieu brut.

Par contre, pour le substrat de Stipa tenacissima, c'est le contraire qui se réalise, le
milieu non traité€ est mieux utilisé. | |

Ceci peut étre expliqué comme suit:

Lors du prétraitement thermomécanochimique des tiges de mais on a di utiliser 1%
pondéral d'acide pour obtenir une solubilisation optimale des hémicelluloses. Cetfe quantité
d'acide a favorisé la solubilisation non seulement des hémice]luldses, mais des fragments de
lignine aussi.

Le fait de traiter le substrat avec CaO, fait précipiter ces fragments toxiques a la bonne
croissance des cellules ce qui explique un rendement plus important pour le milieu traité, et
ceci malgré la perte en sucres engendrée par le traitement.

Pour le cas de Stipa tenacissima, le prétraitement thermo-mécanochimique consistait en
une autohydrolyse avec de I'eau seulement , par concéquent, le milieu de fermentation est
moins toxique. |

Le traitement avec CaO s'accompagne d'une perte en sucres, ce qui explique donc un
rendement 1égérement plus faible. |

D'une fagon générale les rendements globaux Rg sont de méme ordre de grandeur

que celui du milien témoin, exception faite pour le cas du substrat brut des tiges de mais o
Rg est nettement plus faible. |

Lors de l'extraction du ﬁltrat des tiges de mais avec l'acétate d'éthyle, on a recueilli la
phase extraite (phase organique), on I'a concentrée et on 1'a analysée par G.C. Capillaire
(Colonne des produits aromatiques).

Quelques pics correspondant a des produits polyaromatiques provenant pfobablement
de la lignine solubilisée apparaissent en fin de spectre du chromatogramme que la colonne ne
peut malheureusement pas détecter d'une maniere satisfaisante (car elle est dédiée aux

monomeres aromatiques).
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A un temps de retention de 19.90 min , Un pic apparait nettement correspondant
probablement & un aromatique de type phénolique.

Ceci met donc en relief la toxicité€ de ces substrats quant a leur fermentabilité par des
microorganismes tel que Candida utilis. |

Cette toxicité€ est d'autant plus importante 2 notre sens que le prétraitement effectué
utilise plus d'acide.

Pour le milieu de culture reconstitué, il devrait donner des résultats concluants quant 2
l'utilisation efficace des sucres.

D'apres les résultats, on constatait une phase de latence importante, ou les sucres sont
consommés d'une fagon notable qu'aprés 12 h de fermentation , voir les tableaux des
résultats donnés en appendice D.

Donc, la méthode de préparation de I'innoculum n'était pas correcte, ce qui a perturbé
les résultats mentionnés.

Toujours est-il, que ces derniers constituent une bonne information au sujet de
l'adaptation des cellules aux différents millieux et savoir quel est parmi ceux-ci, celui qui peut
étre utilisé pour la préparation de I'innoculum.

xpérien v Hul lim

La méme approche théorique est appliquée afin d'estimer les rendements maximals

Rg, ceci pour comparer les résultats obtenus entre les différents milieux et ceux mentionnés

plus haut.
Milieux m' Yg r Honax Rg
# ( mg/mg.h ) (h-1)
1 0.0009 0.539 0.995 0.269 0.538
2 0.0482 0.897 0.946 0.099 0.624
3 0.0145 0.719 0.974 0.344 0.698
4 0.0120 0.482 0.995 0.544 0.477
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D'aprés cette analyse des rendements biomasse formée/utilisation des sucres et
s'appuyant sur les profils d'utilisation des sucres par Candida utilis (voir chromatogrammes),
on constate que les rendements sont plus importants quand on acclimate préalablement les
cellules de la levure dans le milieu de culture afin d'induire son.systéme enzymatique et son
fonctionnement.

Dans l'ensemble, on a confirmé la tendance & une plus adéqilate fermentation des
sucres, si le fractionnement thermo-mécanochimique effectué se faisait sans la présence
d'acide supplémentaire.

En effet, l'assimilation des sucres est meilleure pour le cas du filtrat de Stipa
tenacissima que celui des tiges de mais, et ceci pour les mémes raisons citées plus haut.

Ces tests nous ont permis de confirmer la participation qu'on peut juger partielle 2 la
toxicité des milieux de culture due a la présence d'oligo et polyaromatiques.

D'apres les résultats de calcul de rendements, le filtrat des tiges de mais et le témoin
auquel on a ajouté les extraits & V'acétate d'éthyle obténus du méme filtrat ont donné
relativement des résultats jugés similaires.

Le cas du filtrat de Stipa tenacissima est révélateur du fait qu'il se compare au point de
vue rendement de la croissance , au milieu témoin et ceci sans aucun "poste-traitement”.

L'utilisation du filtrat des tiges de mai’s sans "poste-traitement” a cependant donné des
résultats qu'on peut juger encourageants.

Au niveau du spectre d'utilisation des sucres on confirme aussi d'une maniére claire
l'assimilation plus rapide du glucose par rapport au xylose, par Candida utilis.

Effectivement, le glucose est totalenient métabolis€ apres 2 heures d'incubation tandis
que le xylose l'est aprés 8 a 11 heures d'incubation , voir chromatogramme donné en
appendice F.

Le rendement maximal obtenu par les substrats des tiges de mais et Stipa tenacissima

est comparable & ceux trouvés dans la littérature pour le méme microorganisme: Candida
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utilis, ou il varie entre 50 et 70% suivant le type de substrat utilisé, sauf pour le cas des
déchets d'effluents de pétes bisulfite riche en mannose ol ce rendement est de ~ 33%.

L'utilisation d'autres souches de microorganismes n'augmente pas sensiblement ce
rendement qui est de 34 & 68%, voir tablean 15.

Notons aussi que des substrats comme la pulpe de bettraves ont été efficacement
utilisés par Candida utilis ILLANES et HAFFELD (1983) [102], apres avoir €t€ hydrolysées
enzymatiquement et en milieu acide.

La fermentabilité des sucres obtenus était de 60 % pour le cas de S. cerevisiae pour
une hydrolyse cniymatique de 25 h, GUILLERMO et al. (1987) [91]. |

Typiqﬁement d'autres auteurs ont rapporté la toxicité des produits solubles dérivés de
la lignine sur la croissance des micro-organismes HAINY (1981) [92], THOMAS CLARK et
MACKIE (1984) [213], confirmant ainsi nos constatations . Ceci a été aussi rapporté par
PFEIFER et al. (1984) [155].

Notons enfin, pour que cette étude de la toxicité des substrats hémicellulosiques
obtenus 2 partir du prétraitement de la biomasse soit totale, des €tudes approfondies de
I'acceptabilité des protéines ainsi obtenues soient entreprises, ainsi que celles relatives a la
composition en acides aminés qui composent les protéines produites.

Il semble que les cellules vues au microscope €léctronique présentent quelques signes
de maladie et ce malgré leur adaptation 3 un milieu de culture composé des filtrats
hémicellulosiques et tous les §léments nécessaires 2 la croissance de Candida utilis , ce qui
montre une fois de plus la nature toxique de ces jus obtenus par prétraitement thermo-mécano-

chimique.

8- Conclusions du chapitre:
Les principales conclusions a tirer sont:
- L'importance de la maniére de préparer l'inoculum avant la mise en culture de

Candida utilis dans les milieux nutritionnels.
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- La participation partielle des oligo et polyaromatiques & la toxicité des filtrats.

- L'importance du prétraitement thermo-mécanochimique de la biomasse initiale.

- L'effet global de ce prétraitement sur la fermentation des sucres.

- La non nécessité d'une fagon particuli¢re d'introduire une étape supplémentaire de
poste - traitement des filtrats, si le prétraitement s'effectuerait dans des conditions acides trés
douces.

- L'assimilation par Candida utilis du glucose plus rapidement que le xylose, ceci est
confirmé par BATT et al. (1986) [12], qui pensent que la raison qui expliquerait cela est la
faible accessibilité du xylose aux systémes enzymatiques impliqués lors de la croissance.

- La poursuite des études d'acceptabilité des protéines produites et ce & un niveau de
composition en acides aminés essentiels et de toxicité sur les organismes vivants ( les animaux

et les humains).



CONCLUSION GENERALE

L'éventuelle utilisation des jus de fractionnement pour produire des S.C.P. a partir
des tiges de mais et Stipa tenacissima peut étre approchée en utilisant le séhéma d'ensemble
illustré sﬁr la figure 80 . |

L'étape de prétraitement doit étre vue sous une optique de fractionnement séléctif
des entités polymériques , sans pour autant détruire leurs groupements fonctionnéls
intrinséques. Il faut pour cela utiliser :

- des conditions trés douces en acide , typiquement 0 & 1 % pondéral
- des temps de réaction trés courts : 0.91 - 3.3 min

- des températures élevées , 220 - 230 ° C

- des procédés semi-continus et continus , ot le rapport liquide/solide
- est10/1.

Ceci donne un rcﬁdcmcnt optimal typique en hémicelluloses récupérables de 60 a
70 % des hémicelluloses initiales.

L'hydrolyse enzymatique des hémicelluloses avec le systéme cellulases et 8-D -
xylosidases immobilisé sur un support d'alginatc est techniquement faisable si on utilise une
température de 30 a 35 ° C, représentant un compromis entre la diffusion des réactifs et
l'activité des enzymes. |

Les résultats obtenus , bien que préliminaires , plaident en faveur de la téchnique
d'immobilisation des enzymes . |

LaA fermentation des sucres contenus déms les hydrolysats obtenus semble étre
possible , sans post-traitements ot on obtient des rendements de croissance similaires a ceux
obtenus avec des filtrats reconstitués a partir de sucres purs.Afin d'éviter les conséquences
des effets toxiques diis aux polyaromatiques dissous dans les filtrats prétraités , il faudrait

procéder a une extraction préalable par solvant de ces demniers.



Broyage de la biomasse
dimension < 0.5 pum

- temps de réaction trd,
- températures €levées

Fractionnement séléctif des biomasses :
- conditions trés douces en acide : 0-1 % pondéral
scourts :0.9-3.3 min
1220-230°C

Cellulose et lignine

4’/(1)\\

Lignine Cellulose

'

Hydrolyse enzymatique

L - - > - T=30°C

Hémicelluloses (60 - 70 % des hémicelluloses
initiales) ‘
un peu de lignine solubilisée

¥

1

1 Ces parties ne sont pas étudiées dans ce travail

Hydrolyse enzymatique avec le systeme
cellulases et B -D-xylosidases immobilisé
sur un support d'alginate de Calcium
-T=30-35°C
=~ 65 - 75 % de saccharification en 8 h

Y

| Fermentation des sucres obtenus par la

Extraction par solvant (acétate d'éthyle)
pour enlever les polyaromatiques dissous

Y

Jus : principalement du xylose en solution

Y

levure Candida utilis :

- Rendement : 54 - 63 %

¥
S.CP

Figure 80 . Schéma d'ensemble pour la fabrication
des S.C.P a partir des carbohydrates
des résidus agricoles
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Le concept de sévérité de traitement du procédé de fractionnement peut €tre approché
de plusieurs maniéres différentes, oli les facteurs Ry’ et Roc perméttent de décrire l'effet de la
température , du temps de réaction et de la concentration du catalyseur acide sur les
rendements de la solubilisation des hémicelluloses améliorant ainsi le facteur Ro qui est basé
sur la dualité température - temps de réaction. |

Ces facteurs "phénoménologiques” constituent des "moyens” pour corréler et
comparer des résultats expérimentaux obtenus sous différentes conditions.

Du point de vue de la cinétique de solubilisation des hémicelluloses , il semble que le
concept de deux cinétiqu.es de premiers ordre , I'une rapide et I'autre lente est appliquable.

La modélisation proposée , conduite sur la base de ce dernier concept et employant le
facteur Rp découlant d'une signification thermodynamique et sur les mécanismes réactionnels

pourrait décrire les phénoménes expérimentaux observes.




SUGGESTIONS ET RECOMMANDIATIONS
POUR DE FUTURES RECHERCHES

Tout au long de notre étude, nous avons remarqué quelques points importants qui
méritent d'€tre étudic/g afin d'améliorer ce présent travail:

- Faire des bilans globaux sur le procédé UdeS-H afin de déceler les pertes et leur
oﬁgine, des matériaux lignocellulosiques utilisés.

- Compléter les analyses des filtrats et résidus pour ce qui est de la quantité des acides
organiques solubilisés (acides uroniques, acide acétique) en utilisant la méthode HPLC
(colonne des acides). |

- Dans ce travail, on a mis en évidence l'influence de la concentration de 'acide
sulfurique sur la solubilisation des hémicelluloses, de ce fait on propose d'étudier la force de

~ T'acide et le type (minéral ou organique) sur cette solubilisation et vérifier aussi si

I'incorporation par exemple du SO, et CO, comme catalyseur n'apportent pas d'améliorations

conséquentes.
On suggére d'étudier notamment I'action catalytique de:
- 'acide phosphorique
- T'acide nitrique
- T'acide carbonique
- T'acide acétique
- l'acide citrique
et ceci permettra donc de généraliser la solubilisation des hémicelluloses via le concept de la
sévérité du prétfaitement'employant I'un des facteur de sévérité développé dans ce présent
travail et incluant en plus le pK, de I'acide traduisant sa force.
- Faire I'analyse des sucres sur la lignine résidﬁelle et celle solubilisée qu'on pourrait

récupérer par précipitation. Ceci permettra de clarifier I'hypothése de la condensation des
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sucres sur la lignine.

- Les oligomeres du xylose, mannose, etc... provenant de la solubilisation des
~ hémicelluloses sont de nature hétérogene, il faut donc réfléchir sur une maniere de les séparer
et les isoler par des techniques de chromatographie par exemple , afin de les quantifier. Ceci
ne sera possible que si les standards existent et se trouvent commercialisés sur le marché et de
ce fait, on quantifiera, plus précisement les oligomeres obter|1us durant I'étape de I'hydrolyse
enzymatique.

- Optimisation et mise au point d'un réacteur d'hydrolyse enzymatique versatile
utilisant comme biocatalyseur des enzymes immobilis€s sur un support d'alginate, en
prévoyant un module d'ultrafiltration des enzymes qui éventuellement s'échapperaient du
support.

Cette optimisation portera sur :

- I'influence de la technique d'immobilisation des enzymes
- les aspects diffusionnels et de transfert de matiére en s'aidant du
schéma réactionnel global proposé en appendice G.

- Vérification du modele de la cinétique d’hydrolyse enzymatique proposé en faisant
une recherche et identification paramétriques du modéle. Ceci nécessitera I'emploi de
méthodes d'optimisation puissantes avec recherche de paramétres dans des éQuations
différentielles couplées et hautement non linéaires.

- Optimisation des rendements de croissance en fonction :

- du type d'opération ( continu ou semi-continu )

- du type de bioréacteurs (fermenteur agité , "airlift" , etc...)

- du milieu de culture économiquement adéquat.

- des conditions d'aération ( kja , débits , etc...)
et si on opére en continu , il faudrait obtenir le taux de dilution D = Q/V; < umgx , afin
d'assurer la stabilité du régimé pérmanent de la croissance en comin_u , BELKACEMI (1986),

[13]. Ceci nécessite donc , la connaissance de la cinétique de croissance de Candida utilis dans
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de tels milieux

- Intehsiﬁcati_on des recheréhes sur la toxicité des filtrats obtenus, en vérifiant
d'autreS agents qui pourrait &tre toxiques et sur des microorganismes moins résistants que
Candida utilis.

Du point de vue technico-économique , 1'étape de bréyagc des matériaux
lignocellulosiques présente une limite essentiellement énergétique ol on utilise = 100 Kwh /
tonne de biomasse traitée afin d'obtenir des particules dont le diamétre est inférieure 2 0.5
mm, [120] .

Un autre parametre qui peut influer sur la faisabilité technique du fractionnement ,
est I'énergie ,thermidue requise , ol il faut utiliser 1.1 kg de vapeur/kg de biomasse séche ,
soit en termes de dépenses énergétiques 3600 kJ/kg de biomasse séche , ABATZOGLOU et
al (1989), [1].

Les avantages qu'offrent les enzymes immobilisés par rapport aux enzymes en
solution sont:

- I'utilisation répétée des enzymes
- la possibilité des opérations en continu des procédés
- 1a facilité du contrdle |
- 1a facilité de séparation des produits du bio-catalyseur
Ces avantages pourront avoir une importance considérable pour la rentabilité du
‘procédé.

L'extraction liquide-liquide par solvant organique (I'acétate d'éthyle par exemple )
des hémicelluloses obtenues par prétraitement est un procédé connu au niveau du génie-
chimique et est téchniquement faisable. Le seul probléme qui peut se poser est le recyclage du
solvant pour rentabiliser le procéd¢ et en méme temps résoudre le probleme de pollution dii au
solvant "contaminé" par les produits toxiques qui sont solubilisés lors de 1'étape de
prétraitement.

Dans ce domaine , de production des S.C.P , l'objectif d'utiliser les sucres
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hémicellulosiques est attrayant, cependant l'incertitude liée aux rendements piotéiniqucs etla
valeur des protéines dominées par celles du soya sur le marché actuel rend les perspectives
économiquement discutables.

Si le fractionnement des résidus agricoles vise la valorisation intégrale et simultanée
des produits obtenus , les perspectives économiques des SCP dépendent du prix de la
cellulose et de 1a lignine sur le marché .

Dans le domaine des produits chimiques, la fermentation des pentoses issus des
hémicelluloses solubilisées revét un caractere important ou le plus important d'entre eux, le
xylose peut ouvrir les marchés :

- du xylitol par hydrogénation.
- du furfural par hydrolyse acide.
- de I'éthanol par fermentation.
- et récemment, de la production d'huile‘ microbienne qui s'annonce

comme une voie trés prometteuse par rapport a l'option éthanol, FALL et al. (1984) [65].
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Un mot de la fin ...

Combien de théories scientifiques et scientifiquement ancrées ad des dormées positives
et mesurables ne se sont-elles pas avérées fausses sinon puériles quand l'esprit humain,
toujours assoifé de savoir, en a trouvé une autre encore plus scientifique et encore plus

vérifiable?

SOCRATE n’a-t-il pas dit:

"Je sais que je ne sais rien”.
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RESULTATS DES ANALYSES OBTENUS
AU COURS DES EXPERIENCES DE PRETRAITEMENT
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B0l B A RRTHER T Gt Be mig
?2;0‘

"i PE ¥4¥atn.

- jcelluloses e ellul)os emi elluloses
FMBK-XX T ¢ ﬁ: Suel¥ g ?ixes via f.a ﬁiig 1 f
L]
c min. L] Hemicelluloses initiales )
- 0.00 .70 67.01 83.48 76.37
ég}é}g ggg.gg igg 4197 §8.63 §4.42
§§:§3 26:00 Iss; £8:23 651;32%% 9:030
BK~-234 37.§0 2.¥ 8,39 . E
- 7. 4.13 ND ND D
Eﬁgﬁig” §§7 8 4:13 2.00 $2.61 D
ND : Non Determine par manque de materiel
*) - Cette e ien te taite our une
*) concentr gt S?aciSe de 1 g
TCH D‘EXPERIENCBS NO @
cggg?gsgNgRAITEE ¢ TIGES SE HAI% = 2500 PSI
) - I;l SOLIDE = Z s
~ H2S04 =1.0 .w4w
- 2.38 < < 5.57 min.
"FABK~- t elluloses emi ellulos emicellulos
F ' xx T H iguei¥ gges via fes g tafes v}a fes
c min. ( L 3 Hemicelluloses initiales )
FABK-13 60.00 30.00 100.05 100.05 104.52
FABK-14 150.00 2.38 26.38 96.38 102.38
FABK-15 170.00 2.48 0.18 82.01 ND
FABK-16 180.00 2.53 49.53 90.13 84.15 .
FABK~-17 190.00 2.59 32.36 81.10 75.74
FABK-18 200.00 2.66 27.41 80.43 73.06
;ABK-IQ 210.00 2.72 20.21 75.78 78.86
ABK-20 220.00 2.78 18.96 69.83 59.34
ABK-21 220.00 5.57 ND ND ND
gA CH D'EXPERIENCES NO : 7
RAITEE : TIGES DE MAIS
CONDITIONS. - P = 2500 PSI
- & SOLIDE = 7 §
- H2S04 =0.5 % w;w
- 2.38 < t < 5.57 min.
FABK=-XX T t Hemjcelluloses elluloses Henicelluloses
Residueig ses v}a es otages v}a les
¢ 1ltrats
c min. (3 Hemicelluloses initiales )
FABK-24 150.00 2.38 88.37 93.56 94.25
FABK~-2 170.00 2.48 83.09 90.50 90.29
FABK-26 180.00 2.53 73.72 83.35 84.40
FABK-27 190.00 2.59 51.55 83.57 67.95
ABK-28 200.00 2.66 37.15 86.15 67.59
FABK=-29 210.00 2.72 29.26 80.71 890.01
FABK-30 220.00 2.78 21.64 83.61 82.84
FABK-31 220.00 5.57 17.71 74.32 65.91
'ABK-32 60.00 60.00 85.06 93.29 ND
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APPENDICE B

LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

Constante

Constante (effet de compensation)
Concentration

D = kg, /h¥exp[-a/(R* Tiso)]
Energie d'activation

Fonctionnelle F(p) = | |X

Energie libre de Gibbs
Enthalpie, Facteur H
Constante

Constante d'équilibre

~ 2 -
@ X ||

Nombre de points expérimentaux

Facteur de sévérité de BRASCH & FREE.

Facteur de sévérité (notre approche) basé sur la mécanistique
Constante des gaz parfaits (

t
T

E
R = (J)' t xexp(ex f(O)dt

't
Facteur R0 = (')[ exp(14 75)xdt

Facteur R' = exp( 001 < m) exp('—r7;681) xt

'RO)=R0

Facteur ROC (Tm-ﬁ)x exp[44 40(

)]




~
o

v U
—

|~<><z X2 -

[ 8

° 8
2

-t

cl

Rendement global
Entropie, Substrat

Variances biaisées de 1'échantillon , i=1,2 et j=1,2
Température '
Masse
Vecteur solution du systéme d'équations différentielles

Vecteur valeurs expérimentales de I'hydrolyse enzymatique

Rendement

Moyenne des échantillons i =1, 2
degrés de liberté
Constante

. 1 2
Fonctionnelle f= 5,; (x-xi)

Constante de Planck

Constante du taux réactionnel
Constante de Boltzmann
Constante

Taux réactionnel

Temps

Variable statistique "t" , tabulée
Vitesse de réaction

Fraction

Fraction des hemicelluloses identifiées comme solubilisables rapidement,

présentés initialement dans les fibres.
Ecart moyen entre la valeur expérimentale et celle prédite par le modele
Constante (relation de LEFLER)

E (T
T ) T ]

180

T
B =5 exp[(R
180

Différence

kBXT
~h
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Hi

gZSec
I

max
A
T

[ ]
Poly

Mono :

Oligo

Somme

RTy

Constante o = -—-E—

Vitesse spécifique de croissance
Moyenne arithmétique de la population , i=1,2
Fonction @ = ®(c)

Abreviations et indices:

Filtrat corrigé T
Giteau no. 2 sec. s
Inhibiteur iso
Maximum 0
Acide eq
Total exp
Concentration mod
Polymére : F
Monomere 1,2
Oligomeére

| |Grad f| |: Norme euclidienne du gradient de f.

223

Réaction, rapide

Lente, solubilisé, substrat
iso - cinétique

Référence

Equilibre

Expérimental

Modele

Polymere.. H+

Etapes élémentaires 1,2
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gorénn }n ::o“ R; ‘ronuilntn

ons d hydro

- ;N!? - § 00009;8 8.4

- ﬁltni 8ec » 10.00 mg
Bynt‘on enzymatique utilisé : P - D - Xylosidase
Exp. Temps Glucose Xyl+Gal Arab+Nann Total Ratio 8§ Bacchar,
(Rr) (»g ) (»g ) (ng ) (»g. ) (»g /mg. ) L]

MWW OB HOH WM

Eio sse :a toe ¢ 1‘% :;cd= Igil
2 g0, faris, dpn experionces:

- NZP - 030000 Ué/
- len

i ltuizloc - 24 16 ng
Systeme enzymatique utilisé : Hémicellulases+B - D - Xylosidase
Exp. Terps Glucose Xyl+Gal Arab+Mann Total Ratio & Sacchar
(Hr) (3.}  (mg) ’ (») (mg) (mg./mg ) %

122:88 3:88 83 e-2¢ ¥ B .83
ERnod®  if 8 S RS

(*) : gggrlggshg:%dmriencn i1 faut soustraire 1.73 mg 1iberes

PRy
oo 58 0

gg §asse rajtée : Tiges de mais

tonditions’a hydggﬁr epces: 3

- ENZF = 0,001130 U
-~ Temperature = 30 éé;g c

- Plitrat®Sec = 26.50 ng .
Systéne enzymatique utilise : Cellulases + p - D - Xylosidase
Exp. Temps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio & Sacchar

. (Hr) (mg ) (»3 ) (»g ) (»g:) (mg ) (mg /mg ) 3
BEke-YE  9:88 S L& 858 8 38 893 13:8¢
%&Iﬁiii g:%% 9:52 ;:28 §:28 i:i? ri 1 8:§§ ;3:%%
Bl B opmoorno gm ph be g e
: %g&_—_g:ig 33'38 i.‘s §‘§% gig ;gi 6.62 oiég soiq%
K~0-PH 0.00 .9 6.69 8:& L0 18:32 8:43 13323%

1)

oogassgr ga tee 3 2es de nais
On gtzons a hyd Eyse B

- ENZF 0. 003210 U
Tenpe; ture 5/'? (o]

5,
. Fxltrat sec = 26.50 ng.
Systeme enzymatique utilise : Cellulases + ‘p - D ~ Xylosidase
Exp. Texps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio & Sacchar,

(Hr) mg) (mg) (mg) (mg) (mg ) (mg /mg.) &
BK-0O-NH 0.00 0.28 i.‘z 0.00 0.48 2.%8 0.08 0.00
BK~H-20 0.02 0.58 .g? <33 1.21 4.09 0.15 21.71
BK~H~21 0.58 1.04 2.25 0.46 1.38 5.33 0.19 33.54
BK-H-22 2.00 1.10 2.23 0.38 1.23 4.94 0.19 1.43
FMBK-H-23 4.00 1.34 2.49 0.56 1.89 6.28 0.24 46.63
FMBK-H-24 8.00 1.35 3.26 0.52 .42 6.55 0.2% 49.69
FMBK~H-25 24 .00 1.62 3.48 0.00 .67 6.77 0.26 52.26
FMBK~H-26 48.00 1.59 3.56 0.53 .35 7.03 0.27 £5.12
K=-0-PH 0.00 1.97 6.69 0.60 1.70 10.96 0.41 100.00
Nio:assgr raitge : T;L_ e,s‘cges: ngis
%) e e :
Ccmditfons dqhydtof se
~ ENZF = 0.030000 UI/-g
- Tenpera ure = 30 degr. ‘¢
- Eutrat sec = 26.50 mg -
Systéne enzymatique utilise : Cellulases + ) - D -~ Xylosidase
Exp. Tenps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio & Sacchar,
(Hr) (mg-) (mg~) (mg?) (mg:) (»g ) (mg:/mg:) s
FMBK-O~NH 0 00 0.28 .42 0.00 0.48 2.18 0.08 0.00
BK-H~30 0.02 0.94 %.18 0.40 1.29 4.81 0.18 29.92
BK-H-31 0.58 1.44 2.62 0.41 .39 5.86 0.22 4%.86
BK-H-32 2.00 1.g9 3.95 0.46 .38 6.38 0.24 g .66
BK-H~33 4.00 i. 4 .23 0.52 .02 7.31 0.28 8.30
BK-H-34 8.00 .56 4.04 0.65 1.45 7.70 0.29 62.87
§§§§'§'32 98 338 % 0% 138 §:33 083 513
{BK~-O- 0.00 .97 6.89 0:8 138 10.96 0:af  1d8:84
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asse t.

!tfonn ?.. e

!P .30
- pﬁ.e.i.g r.°2°:8’£=8r. [
= Filtrat sec = 26.50 ng
lyot&-o onzy-nthu- utilisé 1 Cellulases + B - D - Xylosidase
Exp. Temps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio & Sacchar,

(M) () () () (mg)  (m) (ag/mg) A
TR O I 5 O 5 R

E $ . .
8 S 4
% L g' 4 z 3§zé

,.ﬂ

:.
yare

W
=
[
19¢1

RS

ggmaunuoi

.
.
.
.
.
.
.
.
.

&
£8 i :?g 4

(*) : La valeur du Galactose est incluse dans celle du Xylose

(odeiesd

R
119
(NERE]

L ed

e des experlences:
t!:gl d'hydrolyse @

- Eezr 'agu33'3°go"3/'?' C
ltraf -oc = 26.50 »g
Sy:txne onzylatique utilisé : Cellulases +p-D-~- Xylosidase
Exp. Temps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio ¥ Sacchar
(Hx) (mg } (mg ) (=g ) (ng ) (ng ) (mg /mg ) ]

asse trajtée : Tiges de mais
Reodt 3

BK-0~ .00 0. . .00 .48 .18 -08 0.00
moNon R H W
BK-h-23  8:80 133 :80 138 :é%’ £33 935 3133
BK-H-54 8 8

BK-H-55  24.00 i.gc 2. 3 §.go 58 z‘gg §.§3 57.72
Bk :Eﬁ ‘52§3 ¥ 1] &8 1) 38 10:8% ‘3 183:30
iomasse tee : iggczgnacisclna

COnSft!ons a ydr yse :

- EN2F = 0.003554
- engerature - JOUglng Cc

- 40
g?ltrat 8eC = 8.44 mg -
Syst;ne enzymatique utilisé : Cellulases +)B - D - Xylosidase
Bxp. Temps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio $§ Sacchar,

(Hr) (=g ) (»g ) (mg ) (»g ) (»g ) (mg /mg ) L
ABK-0-NH 0.00 0.00 0.09 .00 0.08 0.17 0.02 0.00
ABK-H-10 0.02 0.00 0.18 8:88 0.34 9:47 0.06 9:89
ABK-H-11 0.58 0.17 0.16 0.00 0.29 0.62 8.07 10.31
ABK-H-12 2.00 0.18 .20 9-90 0.28 0.66 .08 1.0
ABK-H-13 4.00 0.25 .31 .00 0.55 1.1 0.13 g1.79
ABK-H-14 8:00 0.40 .47 0.00 0.43 1.30 0.15 6.20
ABK-H~-15 24 .00 0.45 .24 0.00 0.48 2.17 0.26 46.%9
AB -H-16 48.00 0.58 .64 0.00 0.30 2.32 0.30 54.29
ABK-O .00 0.57 .70 0.21 0.62 4.50 0.53 100.00

iomasse Era tee : iga Tenacissina
ongft ons d bydro yse ?

~ ENZF = 0.017770 U
- enperatnre = 30 3"% (o]

- 11trat‘sec = 8.44 Bg
syste;e enzymatique utilisé : Cellulases + Bp-D- Xylosidase
Exp. Temps Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio 3% Sacchax

{Hr) (mg ) (mg ) (mg ) (mg ) (mg ) (mg /mg ) ]
FABK-0-NH 0.00 0.00 0.09 0.80 0.08 0.17 0.02 0.00
FABK-H-20 6.02 0.21 0.13 0.00 0.45 0.85 818 15-86
ABK-H-21 0.58 g-26 0.37 g.00 0.45 1.08 113 i.07
ABK~H-22 2.00 'is 0.19 0.00 049 0.86 8:10 1397
ABK-H-23 4.00 0.35 0.47 0.00 .69 1.51 118 0.85
ABK-H-24 8.00 0.39 0.76 9-90 0.70 1.85 0.22 38.7%
G e gn L dg em g g e
'ABK-O~ 0.00 0.97 3:38 8:93 0.62 4.50 0.53 130200
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%

Total Ratio 3% Sacchar

(g ) (mg /mg )

(mg: )

(mg )

Cellulases + B = D - Xylosidase

(mg )

Jap u
£23%80V38(%4. ¢
Xylose Galactose Arab+Mann

t sec = 8.44 ng

{Rpclaragtentas
gggegagﬁ
1trat's
e :

3¢
Systéme enzymatique utilis

st

r
Yse
Glucose

il
hydro

RO
Exp. Tc-pq
(Hr)

SONNANMAOC
CSMHIONHeNS
BRI
CONMMVONS
1234‘77m

NESINNCO O™
COHNNNMUD

¢ e 2000049,

COrrinNNMMe

VNOHeMONN
CNOROMONG

QO0000C0OH
OCOOCOOON

¢ % e e e 00 0.

CGO0000000

QAeN~OORO
CrauNONw

t s e eseen ety

CO0OO~nicen 8
ol

Ve
o
Coe

©
. QMDY
0223“579T

000000000”53

ONVOCSOOO
OOoNCOCO0G e

Total Ratio & Sacchar

(mg ) (mg /mg )

Cellulases + B - D - Xylosidase

2260
oa 3ou5‘33. c

8ec = 8.44 mg

Xylose Galactose Arab+Mann

u
40

Fad
at

*

ra
e

ZF =

pe

Fgltr

EN
e
Systeme enzymatique utilis

Glucose

Tenps

Exp.

.

DRNNRONO
CONINONHING
R R
CONMVONGS
123&477”

NN ODO™
COMNNNMON

B ONNOPONOO
HONDO mNEWD

WVNQ PN
CONNAOMONY

4 e 000000

CQOooCoo0a

z

VOO0V OO~
COCOCOO0ON

(mg.)

—~

DENH-SONS
SNV e N

(»g.)

L
CNNMeSONSO
RN s

C00C00QO0

(»g )

DNV O
OOoNCO0OSS

(Hr)
]
0
2
4
8
4
]

-0-Ni
40
3

o
i
-PH

FABK
ABK~H-
ABK
A

Total Ratio § Sacchar

I
3674%r. ¢
trat sec = 8.44 mg

4
Xylose Galactose Arab+Mann

-5120 0 4.
ure =

al
., 40
e : Cellulases ‘P - D - Xylosidase

B
Pirers
Glucose

Temps

Syst;ie enzymatique utilis

Exp.

SUVNTBAMHO
OCwewhnneeo
RN
COOHOANDO
3788889m

%

NOVeMOTNM
OrMewewinn

* e e e e

OC0Cc00000

NO~NOTIMO
HOND OO wIN

R

CMmemee

(g ) (mg /mg )

DN DO NN
OVVBVNVNVY

Y

CO0000000

32
O00OSOO rmird
COOOONONMN

4 s s 8 20000
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APPENDICE C-3

RESULTATS DETAILLES AVEC DES ENZYMES IMMOBILISES



es ex nces:
?tions d'hydrolyse @

ENZF - 2.85700 UI nl alginate
'em e a ure = 35

ltrat sec =17, 60 ng
8yst§ne enzymatique utilisé : Cellulases + B - P ~ Xylosidase immobilises
Exp. Vit. Spat Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio Sacchar,

§asse ra tée : stiga Tenacissina
er
Con

(Hr-1) - (mg. ) (mg: ) (xg. ) (mg ) (mg) (mg /mg. ) %
ABX~0-NH - 0.00 0.22 —— 0.20 0.42 0.02 0.00
LFA-H~-6 0.69 0.33 .08 ——— o.%z 213 0.12 25.98
kLFA-H-Z 0.63 0.71 .gs - 0.82 .BB o.%s 37.27
LFA-H-1 0.30 0.8% .50 -—-- 0.83 .22 0.18 42.33
ALFA-H-S 0.04 1.60 3.5% -—— 1.00 s.z% 0.35 87.73
QLFA -3 0.03 i.25 3.8 -— 0.85 5.9 0.3% 83.98
'ABK-0-PH 0.00 0.96 4.54 — 1.52 7.02 0.40 100.00

(=--): La valeur du Galactose est incluse dans celle du Xylose

Biomasse tra tee : ;ga Tenacissima
o de serie é erx nces
Condxtlons a hydro yse @

NZF = 2,85700 UI/ml alginate
ﬁmpera ure = deg

) Blltrat sec = 17.60 mg.

systeme enzymatique utilise : Cellulases + P - D - Xylosidase immobilises

Exp. Vit., Spat Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio Sacchar

14t

(Hr-1) (mg ) (mg ) (ng ) (mg ) (mg. ) (mg /mg ) %
FABK-O-NH - 0.00 0.22 -— 0.20 0.42 0.02 0.00
ALFA-H-11 3.55 0.22 0.25 -— 0.42 0.89 0.05 7.11
ALFA-H-10 0.51 0.26 0.51 -— 0.58 1.75 0.10 20.19
ALFA-H-8 0.46 0.61 1.18 -— 0.96 2.75 0.16 35.33
ALFA-H-9 0.03 1.16 3.64 - 0.73 5.53 0.31 78.04
FABK~O-PH 0.00 0.56 4.54 - 1.52 7.02 0.40 100.00

(---): La valeur du Galactose est incluse dans celle du Xylose

Biomasse traltee : Tiges de mais
No de serle des experiences: 3
Conditions d'hydrolyse :

- ENZF = 2 85700 UI ml alginate
- Temperature = / lg

- glltrat sec = 62. 90 ng
Systeme enzymatique utilis€ : Cellulases + p - D - Xylosidase immobilises

Exp. Vit. Spat Glucose Xylose Galactose Arab+Mann Total Ratio Sacchar

~

(Hr-1) (ng ) (mg ) (g ) (mg ) (mg ) (mg /mg 3
FMBK-0-NH - .84 3.96 - 2.41 7.20 0.02 0.00
MAIS-H-5 0.40 g.gs 4.42 - 2.66 9.13 0.%5 33.00
MAIS-H-4 0.24 2.25 5.32 - 2.73 10.30 0.}6 52.87
MAIS-H-2 0.12 2.72 5.75% - 2.92 11.39 0.18 71.56
MAIS~-H=-3 0.02 2.72 6.75 - 2.80 12.27 0.20 87.66
FMBK-O-PH 0.00 2.53 7.02 —— 3.50 13.05 0.21 100.00



APPENDICE D

RESULTATS D'ANALYSE DES
ESSAIS DE TOXICITE DES FILTRATS
VIS A VIS DE CANDIDA UTILIS



D1 - Essais sans acclimatisation @
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UTILISATION DES SUCRES PAR CANDIDA UTILIS
A - Stips Tenscissime.

Nilieu Brut

EXPERIENCES TEMPS GLUCOSE  XYLD.4GALAC  ARABIN <MANN.  TOTAL Biomasse
™ (K)  (mg/ml) (ng/m)) (mg/m1) (wg/m1) (mp/m})
FABK-F-10 0.0 0.6003 3.8478 0.6378 5.0856 2.5
FABK-F-11 2.0 0.5992 3.4249 0.7560 «.7780 2.67
FABK-F.12 4.0 0.5941 3.165) 0,2693 4.0285 2.9¢
FABK.-F-13 6.0  0.4600 2.9171 0.6145 4.0016 2.98
FABK-F-14 8.0 0.5000 2.7687 0.7150 3.9833 2.98
FABK-F-15 12.0 0.502% 2.8590 0.6127 3.9761 2.99
FABK-F-36 25.0 0.0000 2.7513 0.5162 b 32678 d.28
Milieu traité avec Cal:
EXPERIENCES TEMPS GLUCOSE  XYLO.4GALAC  ARABIN.4MANN.  TOTAL Biomasse
. (B)  (mg/ml) (mg/ml) - (mg/ml) (mg/ml) (mg/m1)
FABK-F-20 0.0 0.4720 2.0341 0.8636 3.3697 2.5
FABK-F-21 = 2.0 0.349) 1.6212 0.6062 2.5743 2.86
FABK-F-22 4.0 0.2922 1.3779 0.6298 2.2999 2.97
FABK-F-23 ~ 6.0 0.2745 1.2177 0.5078 2.0000- 3.10
FABK-F-26 8.0 0.2850 1.1200 0.4579 1.8629 3.15
FABK-F-25 12.0 0.2330 1.0239 0.4483 1.7056 3.2
FABK-H-26 25.0 0.0000 0.5273 0.6273 1.1566 3.44
~
B - MILIEV RECONSTITUE:
EXPERIENCES  TEMPS GLUCOSE  XYLO.4GALAC  ARABIN.4MANN.  TOTAL Blomasse
J (W) (mg/m))  (mg/m)) (wg/m1) (ag/m1) (ng/ul)
RECO-F-40  O.v 1.0315 3.0174 0.4172 4.4961 2.5
RECO-F-41 2.0 0.9813 2.7018 - 0.3880 4.0711 2.7
RECO-F-42 4.0 = 1.0234 2.8762 0.4074 4.3070 2.80
RECO-F-43 6.0 0.8150 2.1911 0.3223 3.3284 3.02
RECO-F-44 8.0 0.8169 2.2447 0.3676 3.4290 3.28
RECO.F-45 12.0 0.5436 2.2728 0.357¢ 3.1738 3.35
RECO-F-46 25.0 0.0400 1.6140 0.0960 1.7503 3.64
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C - TICES DE MAlS:
nniou brut

EXPERIENCES  TEMPS . GLUCOSE  XYLO.<GALAC ARABIN . +MANN.  TOTAL Biomasse

(] (B) (mg/md) (mg/m1) (mg/nl) (mg/m1) (mg/ml)

FMBK.F.10 0.0 0.8665 3.439% 0.6439 4. 9899 2.5
FMBK-F-11 2.0 0.8829 2.8600 1.0143 4.7572 2.61
FMBK-F-12 4.0 0.7229 2.2657 1.0628 4.0319 2.62
FMBK-F-13 6.0 0.7760 2.4164 0.9259 4.1180 2.60
FMBK-F-14 8.0 0.6967 2.5512 0.9106 4.1580 2.64
FMBK-F-15 12.0 0.6621 2.73%5 0.5028 3.900¢ 2.70
FMBK-F-16 24.0 0.0000 1.4793 0.2111 1.6904 3.14

Milieu extrait svec 1l'scetate d'ethyle:

EXPERIENCES  TEMPS GLUCOSE  XYLO.4GALAC  ARABIN.4MANN.  TOTAL Biomasse

” (W) (mg/m1) (mg/nl) (mg,/m1) (mg/m1) (mg/ml)

FMBK-F-10 0.0 0.7540 2.8884 0.4280 4.0704 2.54
FMBK-F-21 2.0 0.7471 2.8369 0.4900 4.0740 2.5
FMBK.F.22 4.0 0.7624 2.7025 0.4454 3.8903 2.61
FMBK-F-23 6.0 0.7960 2.3320 0.4800 3.6080 2.72
FMBK-F-24 8.0 0.6700 2.4160 0.3940 3.4800 2.78
PMBK-F-25 12.0 0.5750 1.9010 0.4030 2.8790 3.02
PMBK-F-26 24.0 0.0000 1.4604 0.032¢ 1.4930 3.72

Milieu traité avec CaO:

EXPERIENCES TEMPS GLUCOSE  XYLO.4GALAC ARABIN.4MANN. TOTAL Blomasse
. M) (sg/sl)  (mg/ml) (ng/mY) (mg/m1) (ng/a1)
FMBK-F-30 0.0  0.5429  1.8844 0.4714 2.8987 2.54
FMBR-F-31 - 2.0  0.5329  1.6117 0.3867 2.5304 2.68
PMBR-F-32 4.0  0.4500  1.5583 0.3867 2.3950 2.7
FMBK-F-33 6.0  0.4400  1.3860 0.3200 2.1460 2.76
FMBK-F-34 8.0  0.3080  1.0580 0.2830 1.6490 3.04
FMBK-F-35 12.0  0.1776  0.6312 0.1910 1.0000 3.3
FMBK-F-36 24.0  0.0200  0.4070 0.2240 0.6510 3.4
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D2 - Essals avec acclimatisation :

Milieu: Reconstitue

Arab+Mann. Total Bionasse

(mg /ml) (mg /ml) (mg /ml) (mg /ml) (mg /ml)

Temps Glucose Xyl+Gal.

Exp

(¢)

(H)

Milieu: Reconstitue + Extraits Acetate d'Ethyle

Arab+Mann. Total Biomasse

(rg /ml) (mg /ml) (mg /ml) (mg /ml) (mg /ml)

Temps Glucose Xyl+Gal.

Exp

£ )]

(H)

Milieu: Stipa Tenacissima

Total Biomasse

Temps Glucose Xyl+Gal. Arab+Mann.
(mg /ml) (mg /ml) (mg:/ml) (mg /ml) (mg /ml)

Exp

(4

(H)
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APPENDICE E

PHOTOS:
E-1 - PHOTOS DU PROCEDE UdeS-H
E-2 - PHOTOS DE CANDIDA UTILIS
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Photo 1 - Le procédé UdeS-H , vue générale

Photo 2 - Vue générale du réacteur tubulaire
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Photo 3 - Candida utilis en phase de croissance
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Photo 4 - Croissance de Candida utilis dans le filtrat
. des tiges de mais

Photo 5 - Croissance de Candida utilis dans le filtrat
de -Stipa tenacissima
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APPENDICE F

QUELQUES CHROMATOGRAMMES TYPIQUES
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: Polymeres

Oligoméres

on : Monomeres
EZ : Pic des enzymes

20

FABK-H- 1 2

FABK-H-¢ 3

Biomasse : Stipa tenacissima

Substrat : FABK Biomasse : Tiges de mais
. : Substrat : FMBK
Systéme enzymatique: Systéme enzymatique:

B-D-xylosidases seulement g.p.xylosidases et hémicellulases

Action synergique des enzymes



FMBK-H-20

FMBK-H-22

FMBK-H-2 3 |

FMBK -H -

FMBK'H" 5 P

FMBK-H- 36 =

Hydrolyse enzymatique des filtrats des tiges de mais

Polyméres

Oligomeres

Glucose

Xylose

Galactose

Arabinose et Mannose
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Hydrolyse enzymatique des filtrats de Stipa

QHXQO™

Polymeéres

Oligoméres

Glucose
Xylose

Galactose

Arabinose et Mannose

tenacissima
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¢ Polymeres |
¢ Oligoméres
: Glucose
. Xylose
a : Galactose
A+M : Arabinose et Mannose

Axaow

— .0
w0

FABK- OPT

—

ALFA-H ¢
P

FMBK- OPT

an
nn
n

‘MAIS-H &

MAIS-H 4

MAIS-H 3

Biomasse : Stipa tenacissima ’ Biomasse : Tiges de mais

Substrat : FABK Substrat : FMBK
Température :35 ° C Température : 35 ° C

Hydrolyse enzymatique avec des enzymes immobilisés



Phase extralte (x4) _

Ae Ma Pa

Phass extraite (x1)

"J:-'

Sy

Aromatiques Standards

Substances toxiques contenues dans la phase

Ac
An
Sy
0-H
Ma
Pa

extraite a l'acétate d'éthyle.

Acétone
Anisole
Syringole
O-Hydroxy-bénzyl-alcool
Monoaromatiques
Polyaromatiques
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reconstitué

+ extraits a l'acétate 11 e | i
d'éthyle WJ :

Milieu : Stipa
tenacissima.

Milieu reconstitué Milieu

Fermentation des milieux de culture par Candida utilis



APPENDICE G:

MODELISATION DE L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE
DES GLYCOSIDES

1- Expérience acquise avec les celluloses:
REESE et al. (1950) [171], avaient postulé l'existence de deux systémes

enzymatiques dans les celluloses, C, et C..

C, est un systtme d'enzymes capables de dégrader la cellulose en

polyanhydroglucoses linéaires et courts. Ces chaines sont ensuite hydrolysées par le systtme
C,.
Ce concept C,-C,, ne fourni qu'un apergu approximé du mode d'action des

cellulases, est actuellement délaissé.

Des études actuelles montrent que le mode d'action des cellulases est basé sur
l'action synergique qui existe entre trois types distincts d'enzymes:

e B-glucanases de type end

* B-glucanases de type exo

¢ cellobiases

Les endo B-glucanases hydrolysent la cellulose pour »produirc des chaines de
polyanhydroglucose ("cellulose susceptible”), du cellobiose et du glucose, d'une facon
aléatoire.

Les exo B-glucanases hydrolysent la "cellulose susceptible" et la transforment en
cellobiose.

Cette derniére peut €tre aussi obtenue par l'aétion de ces mémes exo-B-glucanases
sur la cellulose de départ.

Les cellobiases quant a elles hydrolysent la cellobiose en glucose, avec une 1égére

inhibition de la part de ce dernier , BLANCH et WILKE (1982) [22].
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Cellulose —————# Cellobiose ———> Glucose

Exo-P -

Glucanase Cellobiase

Endo B -
Glucanase

Cellulose + Cellobiose + * Glucose
susceptible ‘ 1

Figure 81. Mécanisme d'hydrolyse de la cellulose par les cellulases adopté
actuellement, BLANCH et WILKE (1982) [22]

Le profil typique de saccharification est indiqué par la figure suivante:
N .

saccharification

temps

Initialement, la saccharifiction est trés rapide provenant probablement de 'action
des enzymes sur la "cellulose susceptible”. Ceci est suivi aprés par une production lente de

sucres par l'action des enzymes sur la cellulose native.
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Dans nos expériences sur I'hydrolyse enzymatique des filtrats obtenus pas
prétraitement thermo-mécano-chimique, les systémes d'enzymes utilisés sont:

- les cellulases |

- les B-D-Xylosidases
d'Aspergillus niger. |

Les cellulases forment un ensemble complexe d'enzymes comprenant méme ceux a
activité hémicellulolytique, dont les xylanases.

Compte tenu de I'expérience acquise sur le mécanisme d'hydrolyse de la cellulose,
de1 mode d'action des hémicellulases (voir précédemment et dans le chapitre revue
bibliographique), et de nos résultats expérimentaux d'hydrolyse enzymatique obtenus sur les
tiges de mais et Alfa (Stipa tenacissima), le schéma réactionnel global peut étre décrit en se
basant sur les fondements principaux suivants:

. Similarité du mécanisme hydrolytique des hydrolases.

e Existence dans les cellulases utilisées des activités hémicellulolytiqﬁes de type:

- endo, plus prononcé pour A. niger (voir tableau 7)

- €Xxo.

o Action des B-D-glycosidases (B-D-xylosidase, dans notre cas) sur les oligoméres
courts obtenus.

D'apres le tableau 7, Aspergillus niger sécréte des xylanases de type endo dont les
produits sont des oligoméres'de, degré de polymérisati‘on de 2 2 6 et des monomeéres en
quantit€s moindres, cette réaction est considérée rapide (voir les chromatogrammes en‘
appendice C-1). |

Les mémes oligomeéres sont ensuite hydrolysés par les glycosidases afin de former les

monomeres; cette étape est lente.
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Endo-Enzymes
(En)

Polymeres $ oligoméres + monomeres (rapide)

Glycosidases (Eg)

Monomeres (lente)

Ce schéma global n'est qu'un apergu de ce qui se passe réellement.

Hypothéses :
1- On assume que les enzymes (En) suivent globalement une cinétique de type

Michaelis-Menten

‘En + Polymre —= E e Polymére — Produits + E_

2a- On a mentionné auparavant I'action inhibitrice des monomeres (principalement -
xylose) sur les glycosidases (B-D-xylosidases dans notre cas), voir chapitre revue
bibliographique.

2b- On mentionne que dans le cas d'inhibition par les produits dans un procédé
enzymatique le taux de réaction dévie un peu de celui prédit par la cinétique au sens de

Michaelis-Menten et est exprimé par:

LU S CS

- Km(1+CI/KII)+CS(1+CI/KIZ) | [1]

v

et ceci dans un cas général, GONG et al. (1977) [81].
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C, et Cg sont les concentrations du substrat et du produit inhibiteur respectivement.

KI et KI

sont les constantes d'inhibition découlant du schéma réactionnel de
1 2 ‘

I'enzyme inhibé en présence du substrat S.

E+] oo EI
KI
+ 1
S
L}
ES + I —= ESI
| &
2
E + produits

Suivant les valeursde K, et KIZ, on peut rencontrer trois situations:
1

a) K; >>K, , on parle alors d'inhibition compétitive.
2 1

b) K; =K/, on parle alors d'inhibition non compétitive, pure.
1 2

¢) K; <<K|, on parle alors d'inhibition non compétitive.
2 1

Si on assume donc, dans notre cas, que le systtme enzymatique Eg est inhibé par les

monomgres, alors le schéma réactionnel sera comme suit:
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K
I

E + Mono. — 5 E.Mono
—

+
Oligo.

K, l K
E.Oligo. + Mono —2s E.Oligo.Mono

|

E + Mono
Vi, * [Oligo]
et =
K, (1+ [Monol, | iOligo](1+ [NII;’“O]
1 I

1

2]

La formulation des taux de disparition des substrats et d'apparition des produits sera

représentée par I'ensemble d'équations différentielles couplées suivantes:

-d[Poly] _
dt

[Oligo] _
dt

d[Mono] _
dt

[Poly]
max,; K +[Poly]

Ol
[Poly] Dmaxz[ g} [ 3]
max, K1+[Poly] K2 1+ [Mono] J+[Oligo](1 + ) .
KII . .
[Poly] Dmaxz[Oligo]
max, K1+[Poly] K2 a+ [I\/Ilé)no] J+Oligo(1 + [Mono])

L
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4 - Identification des paramétres du modéle
4-1 Nature du probléme:
Dans cette modélisation on est confronté 3 un probléme d'identification des

paramétres 2 partir des résultats expérimentaux calibrant un modele fort complexe constitué

* d'équations différentielles couplées et hautement non linéaires.

4-2 Difficultés inhérentes aux calculs:
| L'estimaiion des parameétres dans un systéme d'équations différentielles a regu
l'intention de quelques auteurs, HWANG & SEINFELD, (1972) [101], LEE, (1968) [123].
Quand des observations expérimentales sont obtenues dans le temps d'une fagon
discréte, comme c'est le cas dans ce travail, la méthode usuelle dite de quasilinéarisation , LEE,
(1968) [118], ne représente qu'un estimé dé la solution ou il est question d'intégrer (n+])?

équations différentielles o n est le nombre de variables d'état et 1 le nombre de parametres 3

estimer, dans notre cas n = 3 ([Polymeére], [Oligomeéres], [Monomeres]), et 1=6 (Vmaxp» K;s
K, Omaxy, Ki;, Kpp), limitant ainsi I'applicabilité de cette méthode qu'a 'des cas simples
(faibles valeurs de n et 1).

Un autre probléme peut surgir empéchant la résolution adéquate du systéme
différentiel cité, il s'agit du mal conditionnement de ce dernier, c'est A dire une grzinde variation
des parametres n'entraine qu'une variation mineure au niveau de la fonction objective

quadratique 3 minimiser par optimisation, déﬁnie par:

2 5 2
Fo) = 2. | Ixa)-X @l 4
l -~

ol X(t,) estle vecteur solution du systeme [73].
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i(ti) est le vecteur observations expérimentales.
[Poly]

Dans notre cas X(ti) = ([Oligo]
[Mono}

Ce qui affecte la stabilité des algorithmes d'optimisation au niveau de la convergence.

Enfin, faudrait-il s'assurer si les expériences elles-mémes ne sont pas entachées
d'erreurs systématiques (analytiques et autres ...).

Ce dernier point, dans notre cas se pose car, hormis la concentration des monomeres
qui apparajssent dans le temps mesuré par HPLC, celles concernant les oligoméres et
polyméres sont siirement entachées d'erreurs analytiques relatives a la non adéquation de la
méthode HPLC avec le standard interne 3 déterminer exactement les concentrations de ces
entités chimiques hétérogénes.

Exprimentalement parlé, quand il s'agit d'oligoméres homogénes (exemple:
oligoméres obtenus par fractionnement d'amidon, BOUCHARD et al. (1988) [24], 1a méthode
HPLC utilisant le standard externe pour chaque oligomére (maltose, maltobiose, maltonios?,
etc...) est efficacement utilisée. Ce n'est pas le cas ici dans le cadre de cette €tude, ou il est
question d'oligomeres des hémicelluloses obtenus par hydrolyse enzymatique mettant en jeu
des oligoméres de nature différentes (les oligo-xylose, oligo-arabinose et autres, ...), ce qui
rend tres difficile leur quantiﬁéation, a moins d'utilisation de techniques de séparation et

d'isolement de ces oligomeres, ce qui par conséquent dépasse le cadre de ce travail.




