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Résumé

Cette recherche propose une méthode pour atténuer I'impact environnemental des déchets
agro-alimentaires via la production de bioéthanol de deuxiéme génération a partir de biomasse
dérivée des résidus de transformation des tomates. La méthodologie a impliqué I'utilisation de
résidus bruts, avec ou sans graines, et soumis ou non a une extraction des composeés
extractibles. Le processus complet de conversion (prétraitement a la vapeur sous pression,
hydrolyse acide par H,SO,, et/ou enzymatique en utilisant la souche fongique d’Aspergillus
niger, fermentation en utilisant la levure S. cerevisiae, distillation) a été examing, et le
bioéthanol produit a été caractérié par détermination de concentration, test de flammabilité,
densité, spectroscopie FTIR, chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les résultats
soulignent l'influence déterminante des méthodes de prétraitement et des conditions de
fermentation.Une charge de biomasse de 15 % a été identifiee comme optimale. La
comparaison des méthodes d'hydrolyse a révélé la nette supériorité de I'approche combinée
(hydrolyse chimique suivie d'une hydrolyse biologique), avec un rendement en éthanol de
49,46 %, contre 26,7 % pour I'hydrolyse acide seule. Cette efficacité est attribuée a une
meilleure dégradation des polysaccharides et a une réduction des composés inhibiteurs. Enfin,
I'extraction préalable des composés des graines a eu un impact significatif : les substrats sans
graines et extraits ont atteint un rendement de 42,15 %, contre 37,84 % et 36,61 % pour les
substrats avec graines non extraits, en raison de la présence d'inhibiteurs lipidiques et d'une
hydrolyse incomplete.

Mots clés : Tomate, Résidus, valorisation, fermentation, bioéthanol, hydrolyse.
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Summary

This research proposes a method to mitigate the environmental impact of agro-food
waste by producing second-generation bioethanol from biomass derived from tomato
processing residues. The methodology involved using raw residues—with or without seeds
and either subjected or not to an extraction of extractable compounds. The complete
conversion process (steam pretreatment under pressure, acid hydrolysis with H.SOa, and/or
enzymatic hydrolysis using the fungal strain Aspergillus niger, fermentation using the yeast S.
cerevisiae, and distillation) was examined, and the produced bioethanol was characterized by
determining its concentration, flammability testing, density, FTIR spectroscopy, and gas
chromatography. The results underline the decisive influence of the pretreatment methods and
fermentation conditions. A biomass load of 15% was identified as optimal. The comparison of
hydrolysis methods revealed the clear superiority of the combined approach (chemical
hydrolysis followed by biological hydrolysis), with an ethanol yield of 49.46%, compared to
26.7% for acid hydrolysis alone. This enhanced efficiency is attributed to a better degradation
of polysaccharides and a reduction in inhibitory compounds. Finally, the prior extraction of
compounds from the seeds had a significant impact: substrates without seeds that were
extracted reached a yield of 42.15%, compared to yields of 37.84% and 36.61% for substrates
with seeds that were not extracted, due to the presence of lipid inhibitors and incomplete

hydrolysis.

Keywords: Tomato, Residues, recovery, fermentation, bioethanol, hydrolysis
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Introduction

L'un des défis majeurs auxquels le monde est confronté, particulierement dans le domaine
environnemental, réside dans la nécessité de trouver des méthodes et stratégies pour gérer
efficacement les déchets issus de la chaine de production alimentaire, notamment les résidus de
transformation de la tomate. Cette chaine, qui englobe les étapes de production, transformation,
consommation et génération de déchets, contribue a environ 19-25% des émissions de gaz a effet

de serre Loboguerrero et al. (2019).

L'absence d'un contrble adéquat des processus de décomposition de ces déchets a un impact
considérable sur I'écosysteme (Kowalska et al., 2019, Pataro et al., 2020). Il est important de
noter que les industries de transformation générent des quantités considérables de déchets, se

classant au deuxieme rang apres les déchets domestiques (Nicastro et al., 2021).

L'Algérie produit une quantité importante de tomates, la wilaya d'Adrar contribuant a
environ 59 546,15 tonnes métriques (Dsa, 2022). Sur cette quantité, environ 13 368,8 tonnes sont
destinées a la fabrication de concentré de tomate. Cette activité de transformation génere une
grande quantité de déchets sous-exploités, composés de graines, de peaux et de pulpe, ayant ainsi

un impact néfaste sur I'environnement.

Cette biomasse, qui ne concurrence pas l'alimentation humaine, représente une excellente
source d'ingrédients, tels que les polysaccharides (Tommonaro et al., 2008), et est disponible en
grandes quantités dans le monde (Boulal A., 2018), tels que les polysaccharides le lycopéne, le
B-caroténe, les composés phénoliques, les flavonoides, I'acide lévulinique, les phytostérols, la
cutine (Fritsch et al., 2017), I'huile végétale (Mechmeche et al., 2017), et les pigments naturels
(Sharma et al., 2021).

Dans le contexte de la réduction des effets du changement climatique et de la transition
énergeétique, la valorisation en bio-produits et la recherche de sources d'énergie alternatives
renouvelables et durables représentent des étapes fondamentales. La production de bioéthanol
connait différentes générations : la premiére utilise des matériaux riches en saccharose et en
amidon (Saini et al., 2015), la deuxieme se base sur des matériaux cellulosiques, et la troisiéme
sur la biomasse algale (Azhar et al., 2017). L'utilisation de matiéres premiéres résiduelles pour

I'éthanol évite la concurrence avec les produits alimentaires (Braide et al., 2016).



La biomasse, par sa disponibilité, son abondance et son faible colt (Kostov et al., 2010),
constitue une bio-ressource idéale pour le développement de biocarburants (Thangavelu et al.,
2016). Cette bioénergie de deuxieme genération peut ainsi concurrencer les carburants fossiles et
réduire les factures énergétiques (Capanoglu et al., 2022). Les recherches sur la valorisation des
sous-produits de la tomate ont exploré diverses approches : production de bioéthanol a partir de
tomates pourries avec Saccharomyces cerevisiae (Osei et al., 2020), fermentation de tomates de
mauvaise qualité (Aramrueang, 2017), utilisation de souches bactériennes pour fermenter un
hydrolysat de déchets (Patle et al., 2007), fermentation de peaux non traitées (Kasavi et al.,
2012), et hydrolyse enzymatique de la pulpe (Lenucci, 2013). Cependant, un aspect na pas été
suffisamment abordé : [I'élimination des inhibiteurs de bioconversion présents dans les

composants résiduels ou générés lors des prétraitements.

Cette étude explore une methode de reduire I'effet des déchets agro-alimentaire sur
I'environnement par la production de bioéthanol de deuxieme génération a partir de biomasse
cellulosique issue des résidus de transformation des tomates, démontrant leur potentiel en tant
que ressource durable. Nous avons utilisé des résidus bruts, des résidus avec ou sans graines,
soumis ou non soumis & extraction des extractibles en explorant les étapes clés (prétraitement,
hydrolyse "acide et ou enzymatique”, fermentation, distillation) et la caractérisation de I'alcool
obtenu. Nous avons comparé aussi I'efficacité de différents substrats et analysé I'impact des
méthodes de prétraitement et les conditions opératoires sur le rendement. Pour optimiser
I'efficacité de ces processus, des étapes supplémentaires ont été intégrées, notamment l'extraction

des composés inhibiteurs et la détoxification.

Cette thése est structurée en cing chapitres principaux, le premier chapitre offre un cadre
théorique approfondi, sur la biologie et I’importance de la tomate industrielle. le deuxiéme et
troisieme chapitres explorent respectivement des généralités sur les levures et moisissures et
biomasse comme substrat pour le bioéthanol, analysant les enjeux et les situations associés. Le
quatriéme chapitre détaille les méthodes et les matériels expérimentals employés pour mener a-
bien cette etude, tandis que le cinquiéme chapitre propose une discussion critique des résultats
obtenus. Enfin, la thése se conclut par des reflexions générales, des perspectives de recherche

future.
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CHAPIRE | BIOLOGIE, IMPORTANCE DE LA TOMATE INDUSTRIELLE

Chapire I: Biologie, importance de la tomate industrielle

1. Biologie et caractéristiques de la tomate
1.1 Définition

La tomate est une plante dicotylédone du genre Solanum, appartenant a la famille des
Solanaceées, et est autogame (Spooner et al., 1993), elle a été nommée Solanum lycopersicon
par Linné en 1753. D'autres noms tels que Solanum esculentum et Lycopersicon lycopersicum
ont été proposés, mais c'est finalement Lycopersicon esculentum, attribué par Philippe Mille

en 1754, qui a été retenu (Munroe et Small, 1997).
1.2 Classification génétique

La tomate cultivée, Lycopersicon esculentum, est une espece diploide avec 2n = 24
chromosomes, présentant des mutants monogéniques utiles pour la sélection. Bien
gu'autogame, elle peut également se féconder par croisement, se comportant alors comme une

plante allogame (Gallais et Bannerot, 1992).
1.3. Importance de la tomate

1.3.1 Dans le monde

En 2022, la production mondiale de tomates a atteint plus de 186 millions de tonnes, dont
plus de 20 millions en Europe (FAO, 2022). Environ deux tiers de cette production est destiné
a la vente fraiche, tandis qu'un quart a un tiers est transformé en divers produits comme le jus,

la purée et le ketchup (Casa et al., 2021).
1.3.2 Situation en Algérie

L’Algérie a connu une transformation agricole significative ces dernieéres décennies, grace
a des technologies modernes telles que l'irrigation goutte a goutte et la culture sous serre, ce
qui a optimisé les rendements. La filiere tomate industrielle est particulierement importante
pour plusieurs raisons. D'une part, le concentré de tomate est un élément clé de la cuisine
algérienne et méditerraneenne. D'autre part, cette filiere joue un réle central dans le secteur
agroalimentaire, offrant de nombreuses opportunités d'emploi, notamment dans I'Est du pays
(Boukella, 1996).
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1.3.2.1 Zones de culture de la tomate en Algérie.

Les principales zones de récolte se répartissent en quatre secteurs (Figure 1):

1. Secteur Est (Annaba, Tarf, Skikda, Jijel, Guelma) : Fournit Plus de 90 % de la
production national.

2. Secteur Centre (Boumerdes, Tipaza, Blida, Ain Defla, Chlef) : Récoltes importantes

3. Secteur Ouest (Relizane, Mostaganem, Sidi Bel Abbeés, Ain Témouchent) :
Développement prometteur

4. Secteur Sud (Adrar, Biskra) : Cultures irriguées (Bouzid et al., 2013).

e ™
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Secteur Sud Secteur Centre Secteur Ouest Secteur Est

Figure 1. Zones de production de la tomate en Algérie (Madr, 2022)

1.4. Etat actuel de la filiére tomate industrielle en Algérie

En Algérie, la culture des tomates destinées a l'industrie est principalement concentrée
dans les wilayas d'El Tarf, Annaba, Guelma et Skikda, qui représentent 90 % de la superficie
totale dediée a cette culture. Selon les données Faostat (2022), I'Algérie se situe au deuxiéme
rang derriére I'Espagne en termes de production de tomates en tonnage, comparativement a
I'Espagne, la France, le Maroc, le Sénégal et la Tunisie
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Figure 2. Production de la tomate en Algérie (Aps, 2022)

La production de la tomate industrielle s'est élevée a plus de 23 millions de quintaux en
2021 (Figure 2), enregistrant une croissance de plus de 17% par rapport a l'exercice précédent,
ce qui a permis a I'Algérie d'assurer son autosuffisance en double concentré et triple concentré

de tomate.

Les chiffres de transformation font état d’une production 2021 de I’ordre de 820 000 tonnes
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Figure 3. Transformation de la tomate industrielle en Algeérie (mille tonne) (Tomatonews,
2022)
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L'essor de la tomate industrielle en Algérie remonte aux années 1920, marqué par
I'implantation de l'unité de transformation TOMACOOP a Bone (actuelle Annaba) . La
production actuelle se concentre principalement dans le nord-est algérien, ou les wilayas d'El
Tarf, Annaba, Guelma, Skikda et Jijel représentent 85% des surfaces cultivées a destination
industrielle (Bouzid et al., 2013).

1.4.1 Cas de la wilaya d’Adrar

La tomate est une culture prisée par la population de la wilaya d’Adrar, au point qu'une
festivité est organisée chaque année pour célébrer sa récolte. Dans la région de Touat, la
production est principalement destinée a la consommation fraiche, tandis que le surplus est
conservé par des méthodes traditionnelles de séchage. Apreés I'indépendance, dans les années
1970, le gouvernement a lancé un programme de révolution agricole qui a abouti a la création
d'une usine de transformation de la tomate a Reggan, visant a développer cette production.
Cependant, l'usine a rencontré des perturbations et a fermé pendant vingt ans. La privatisation
des entreprises a permis une relance, et en 2014, I'usine a été rénovée et transformée en SARL
sous le nom de « FOGARA ». En 2020-2021, elle a réussi a transformer 34,235,392 kg de

tomates en produits de transformation (Triple concenté de tomates TCT).(Dsa Adrar, 2022)

Tableau 1. Superficie destine a la tomate industrielle ; wilaya d'Adrar (Dsa Adrar, 2022)

Superficie (ha) Production (gx)
2018/2017 1419 730194.6
2019/2018 1128.6 424953.8
2020/2019 1139.9 692919.7
2021/2020 1097 688656

1.5 Produits de transformation de la tomate

Parmi les principaux produits de premiere transformation, on trouve Le jus de tomate,
obtenu a partir de tomates broyées, sert souvent de couverture pour les conserves. La purée de
tomate, également déerivee de tomates broyées, est utilisée dans divers produits alimentaires,
tandis que le concentré de tomate est fabriqué en éliminant I'eau du jus jusqu'a obtenir une

matiére séche d'au moins 8 % (hors sel).
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2. Valorisation des résidus de transformation de la tomate

2.1. Les résidus de tomates

La transformation de la tomate produit une grande quantité de résidus en provenance de
canaux d'eau, du lavage, du tri sur table, du pulpeur-raffineur et du nettoyage du matériel
(Sogi et al., 2003) , ces résidus souvent appelés marc de tomate, représentant entre 2 % et 10
% du poids total des tomates traitées (Nour et al., 2018 ; Coelho, 2023), sont un mélange de
pelures de tomates, de graines écrasées et de petites quantités de pulpe qui restent apres la

transformation de la tomate en jus, en purée ou en ketchup.

L'industrie de transformation des tomates produit annuellement entre 6,2 et 9 millions de
tonnes de résidus (Lu, 2019). Les Etats-Unis, l'union européenne et la Chine sont les
principales régions de transformation, ou de grandes quantités de résidus peuvent étre
collectées et valorisées (Carillo, 2018). En Algérie, la production annuelle de ces résidus est

estimée a 1,305 million de tonnes par an (Fao, 2009).

Les résidus de tomates, souvent pergus comme une source de pollution, peuvent provoquer
des odeurs désagréables et favoriser la prolifération de nuisibles. Leur valorisation est donc

essentielle pour réduire ces impacts environnementaux (Rabak, 1917).
2.2. Composition chimique des résidus de tomate

Les résidus de tomate représentent environ 10 a 30% du poids des fruits frais, composés de
33% de graines, 27% de peaux et 40% de pulpe, ainsi que des tomates vertes non transformées
et parfois des feuilles (King et Zeilder, 2004). Les déchets de tomates sechés contiennent 44%

de graines et 56% de peaux et de pulpe.
2.2.1 Pulpes de tomate

Les analyses des composés pariétaux de la pulpe de tomate révélent une forte teneur en
cellulose brute et en lignine (24,65% de MS), comparativement a la pectine (5%) (Cotte,
2000). La pulpe est une source notable de vitamines B1, B2 et A (Aghajanzadeh-Golshaniet
al., 2010). Les marc sont riches en protéines (17-22% de MS) et en lipides (10-15% de MS),

avec une teneur en fibres élevée (cellulose brute de 33 a 57% de MS)-

10



CHAPIRE | BIOLOGIE, IMPORTANCE DE LA TOMATE INDUSTRIELLE

2.2.2 Grains de tomate

Les graines de tomate sont une excellente source de nutriments, y compris des
caroténoides, des sucres, des fibres et des protéines, avec une composition en acides aminés
similaire a celle des graines de soja ou de tournesol. Elles sont également riches en huile (18 a
27% de leur poids total) (Apria, 1969). La paroi de la graine mature est tres lignifiée, avec une
composition en polysaccharides et autres constituants pariétaux similaire a celle de la peau
(5% de lignine).

2.2.3 Pelures

Les peaux de tomate représentent la plus grande part des co-produits des conserveries, avec
des caractéristiques structurales et biochimiques qui influencent leur valeur alimentaire (Aissa,
2006). Elles sont principalement composees de cellules a parois lignifiées (15 a 35% de
lignine) et recouvertes d’une cuticule formée de cires ou de cutine. Les composants principaux
de la paroi incluent des glycoprotéines et de la lignine. Les pelures contiennent également des
quantités significatives de caroténoides (environ 500 mg/kg de MS), principalement sous

forme de lycopene (Knoblich et al., 2005).

2.3. Bioprocédés de valorisation des résidus de tomate

Le tableau 2 ci-dessous synthétise les principales voies de valorisation identifiées par la

recherche scientifique.

Tableau 2. Valorisation des résidus de tomate par bioprocédés

Valorisation Points clés Réference
Alimentation | Fibres, protéines, nutrition humaine/animale (Kaur et al., 2008)
Antioxydant Lycopene, caroténoides, enrichissement d'huiles (Kaur et al., 2008)
Enzymes Production bactérienne, xylanase (Katapodis et al., 2006)
Huiles Graines (20%), huile de salade, cosmétiques (Eller et al., 2010)
Thérapeutique | Prévention de maladies, traitement diarrhée (Lester et Morrison, 1946)

Les déchets de I'industrie de la tomate représentent un gisement considérable de biomasse
valorisable. Ces résidus, souvent négligés, contiennent des composes bioactifs et des

nutriments exploitables dans divers secteurs industriels.
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Chapitre I1: géneralités sur les levures

1. Les levures

1.1. Description des levures

Les levures sont des champignons microscopiques eucaryotes, Leur reproduction se fait
principalement par bourgeonnement, bien que certaines especes, comme Schizosaccharomyces,

se divisent par fission (Labbani, 2016).

Environ 1500 especes ont été identifiées, utilisant des criteres morphologigues,
physiologiques et moléculaires, l'analyse des séquences gagnant en popularité pour la
taxonomie (Phale, 2018).

Les levures colonisent divers environnements, allant des tissus végétaux riches en sucres
jusqu'aux milieux extrémes, comme les régions polaires (Walker, 2009). Leur morphologie
varie, avec des tailles de 5 a 10 um et une paroi cellulaire rigide représentant 25 % de leur
poids sec (Labbani, 2016). En tant qu'eucaryotes, elles posseédent un noyau, des chromosomes

et des organites membranaires, tels que les mitochondries et I'appareil de Golgi (Figure 4,5).

Parol  gyoeytose

Espace périplasmique

Membrane

Appareil de %0 aos Mitochondrie
Golgi s
Granule

ADN \ o ?etllculufn
mitochondrial < endoplasmique
. . - rugueux avec
Ribosomes libres 1\\_:—,/ P ——

Cicatrice de bourgeonnement Polymétaphosphate

Figure 4. Représentation schématique de la structure cellulaire de la levure (Larpent et
Gourgaud, 1997)
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Figure 5. Morphologie de certaines cellules de levure (X100) (Leveau et Bouix, 1993 modifié)
1.2. Classification des levures

La classification des levures est mise a jour en intégrant de nouveaux critéres tels que la
composition en bases azotées de I'ADN, la structure de la paroi cellulaire et le type de
coenzyme Q, permettant ainsi des analyses plus précises (Msahazi, 2015). Elle recense 60
genres et 500 espéces de levures et les divise en trois grands groupes selon leurs modes de
reproduction :

e Ascomycetes : Produisent des spores sexuées (ascospores) a I’intérieur d’une cellule
fertile (asque). Puccinia graminis .

o Basidiomycetes : Produisent des spores sexuées (basidiospores) a I’extérieur d’une
cellule fertile (baside). Agaricus bisporus . Puccinia graminis .

o Deutéromycetes : Ne présentent pas de reproduction sexuée connue et se multiplient

uniquement par voie végétative. (Candida albicans (levure pathogéne)
1.3. Métabolisme des levures

Les levures, en tant que microorganismes chimio-organotrophes, utilisent principalement
des sucres comme le glucose, le fructose ou le saccharose pour leur croissance. Elles peuvent
également métaboliser d'autres composés organiques tels que les acides aminés et les alcools.

Leur production d'énergie se fait par deux voies métaboliques :

o Respiration : Nécessite de I'oxygene et produit 36 ATP par molécule de glucose en
oxydant complétement celui-ci en CO,.

CeH1206 + 6 O, + 28 Pi+ 28 ADP — 6 CO, + 6 H,O + 36 ATP

14
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e Fermentation : Se produit en absence d'oxygéne, générant de 1’éthanol, du CO, et
seulement 2 ATP par molécule de glucose.
CeH1,06 +2Pi+2 ADP —- 2 C,HsO +2 CO, + 2 ATP

Bien que la respiration soit preférée pour son rendement énergeétique, les levures se tournent
vers la fermentation en dernier recours, les deux processus commengant par la glycolyse, qui

convertit le glucose en pyruvate.
1.4. Caractéristiques sexuelles et culturelles des levures

Les levures, majoritairement diploides, se reproduisent par voie sexuée (formation d'asques
et d'ascospores, téliospores chez les basidiomycetes) et asexuée (division cellulaire) (Figure 6).
Leur culture est aisée, aussi bien en milieu liquide que solide, et présente des morphologies
variées selon les espéces, incluant des sédiments, pellicules, et colonies butyreuses ou
pigmentées (Phale, 2018). Les levures haploides (types a ou o) peuvent fusionner pour former

un zygote diploide (Caudron, 2014).
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Figure 6. Cycle de reproduction asexuée et sexuée d’une levure a ascospore (Houcent, 2015)

1.5. Applications biotechnologiques des levures

Le métabolisme diversifié des levures leur confére une importance majeure en
biotechnologie, intervenant dans la production alimentaire, industrielle (enzymes, vitamines,
produits chimiques), médicale (molécules d'intérét) et la valorisation de déchets (Walker,

2009).
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Tableau 3. Produits industriels produits par les levures

Commodité Exemples

Breuvages Biere, vin, cidre (Walker, 2009)

Alimentation animale Levure de boulangerie, extraits de levure, levure fourragére

Produits chimiques Bioéthanol, dioxyde de carbone, glycérol, vitamines, catalyseurs

Enzymes Invertase, inulinase, pectinase, lactase, lipase (Walker, 2009)

Protéines recombinantes | Insuline, vaccins (hépatite B), anticorps, facteurs de croissance

1.6. Facteurs influengant la croissance et la répartition des levures

Face aux stress environnementaux (température, salinité, pH), les levures modifient leur
expression genique pour augmenter la production de protéines protectrices (Toone et Jones,
1998).

1.6.1. La température

Les levures mésophiles se croissent de maniére optimale entre 25 et 30°C, mais des
variations existent selon les especes (psychrophiles ou thermophiles), la température affectant
la viabilit¢ cellulaire, la production de protéines et

la composition lipidique

membranaire (Watson, 1987).

Tableau 4. Gammes de température pour les divers groupes de levures (Hencke, 2000)

Température minimale | Température optimale | Température maximale
Psychrophiles 5°C <15°C <20°C
Psychrotrophes Jusqu’a 0°C 20-30°C 35°C
Mésophiles 15-20°C 20-45°C <45°C
Thermophiles 45°C 55-65°C >100°C

1.6.2. pH des levu

res

Les levures se developpent de maniére optimale entre un pH de 4,4 jusqu’a 6,5, avec une

tolérance allant de 2,4 a 8,6, et certaines especes comme Zygosaccharomyces rouxii peuvent
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tolérer jusqu'a 1,5 (Larpent et Gourgaud, 1997). Cependant, leur croissance est inhibée par

divers acides organiques, tels que l'acide acétique et I'acide citrique.
1.6.3. Salinité

La salinité affecte négativement la croissance des levures, influengant leur viabilité cellulaire
et la composition membranaire (Huh et al., 2002). La tolérance au sel varie selon les espéces et
repose sur I'accumulation de glycérol et d'arabinitol pour I'osmorégulation, ainsi que sur des

mécanismes de phosphorylation proteique impliquant la calcineurine (Lippuner et al., 1996).
2. Les moisissures
2.1. Caractéristiques générales

Les moisissures sont des organismes filamenteux hétérotrophes, vivant en symbiose, en tant
que parasites ou saprophytes sur des déchets organiques (Nicklin et al., 2000). Elles sont
généralement aérobies, acidophiles (pH de 3 & 7) et mésophiles (20 a 30 °C), bien que certaines
soient psychrophiles, se développant a des températures inférieures a 15 °C (Botton et al.,
1990). Elles ont un faible besoin en eau et possédent des propriétés lytiques, ce qui les rend a la

fois des agents de dégradation et des outils industriels (Boiron, 1996).
2.2. Mode de reproduction

Les moisissures se reproduisent par la production de spores, qui peuvent étre d'origine
sexuelle (zygospores, oospores, ascospores, basidiospores) ou végétative (conidies). Les spores
végeétatives incluent les thallospores, les sporangiospores et les conidiospores, assurant la

reproduction et la dissémination (Guiraud, 1998).
2.3. Conditions de croissance

Ces microorganismes nécessitent des nutriments de base (carbone, azote, minéraux) pour
leur croissance, utilisant des enzymes extracellulaires pour dégrader des substrats complexes
(Davet, 1996). Leur développement est influencé par des facteurs tels que la température (25-
35 °C), I'humidité, le pH (4,5-8,0), l'oxygene et I'activité en eau, avec une tolérance particuliére

pour les genres Aspergillus et Penicillium (Castegnaro et pfohl, 2002).
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2.4. Modes de vie

1. Saprophytisme : Les moisissures décomposent la matiere organique, recyclant les
éléments minéraux et produisant des acides humiques.

2. Parasitisme : Certaines passent du saprophytisme au parasitisme en infectant les
plantes et les animaux.

3. Symbiose : Elles s'associent a d'autres organismes dans des relations bénéfiques,

comme les mycorhizes (Kachour, 2005).
2.5. Isolement et identification des moisissures

Les méthodes directes d’isolement cultivent les champignons sur un milieu nutritif, tandis
que les techniques indirectes utilisent des substrats pour piéger les champignons (Davet et
Rouxel, 1997). L'identification repose sur des critéres macroscopiques (aspect des colonies,
structures de fructification) et microscopiques (thalle, classification des spores) (Botton et al.,
1990).

2.5.1. Aspergillus niger

Aspergillus niger est un champignon a croissance rapide (2-3 jours) sur des milieux
classiques comme la gélose au malt ou de Sabouraud, avec une température optimale de 25 a
30 °C, mais pouvant se développer jusqu’a 42 °C. Ses colonies évoluent du blanc au jaune, puis
au noir a maturité, avec un revers incolore ou jaune pale. Microscopiquement, il présente des
tétes conidiennes bisériées, radiées et brunatres, des conidiophores longs (1,5-3 mm) et des
conidies globuleuses, brunes et échinulées (3,5-5 um). Des sclérotes, initialement créme,

deviennent chamois vinacé avec le temps (Figure 8) (Tabuc, 2007).

Figure 8. Vue d'Aspergillus niger (x100)

(a: culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et b : aspect microscopique) (Tabuc, 2007)
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2.7. Intéréts industriels des moisissures

Les moisissures représentent une ressource microbienne aux applications industrielles

variées. leurs capacités métaboliques en font des organismes précieux pour plusieurs secteurs.

Le tableau ci-dessous présente une synthese des principaux intéréts industriels de ces

champignons filamenteux.

Tableau 5. Applications industrielles et commerciales des moisissures

Type d'intéréts

Intéréts

Source

Acides organiques

Production d'acide citrique par Aspergillus niger

pour l'industrie alimentaire

(Botton et al., 1999)

Enzymes d'Aspergillus niger essentielles dans les

Enzymes _ _ _ _ (Kosikowski, 1988)
secteurs alimentaire et biotechnologique
Protéases alcalines et cellulases d'Aspergillus
Enzymes ) ] ) )
o oryzae et Trichoderma harzianum pour détergents, | (Miller, 2002)
spécialisees ) ) . )
industries papetiére et textile
o Production de lipides par Aspergillus et
Lipides et

biotransformations

Penicillium; biotransformation en antibiotiques

semi-synthétiques par Penicillium chrysogenum

(Botton et al., 1999)

Applications Alcaloides de I'ergot de seigle utilisés dans divers
o ) . ) (Botton et al., 1999)
médicales traitements gynécologiques
] _ Les moisissures sont utilisées dans divers secteurs
Métabolites _ _ ) ] (Larpent-Gourgaud
_ _ industriels, notamment alimentaire et _
industriels et Sanglier, 1992)

pharmaceutique, pour leurs métabolites.

Ce tableau illustre la polyvalence des moisissures comme agents de biotransformation et

producteurs de composés a haute valeur ajoutée. Le genre Aspergillus apparait particuliérement

important dans diverses applications industrielles. L'exploitation de ces micro-organismes

représente un exemple réussi de valorisation microbienne.
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Chapitre I11: Biomasse comme substrat pour le bioéthanol

1. La biomasse
1. 1 Définition de la biomasse végétale

Les résidus de biomasse englobe « la fraction biodégradable des produits, déchets et
résidus provenant de I’agriculture, de la sylviculture et des déchets industriels et ménagers »
(lutsd, 2017). En raison de sa diversité, la biomasse est renouvelable, durable et respectueuse
de I’environnement, et elle peut étre transformée pour produire de la bioénergie et divers

produits d’intérét.
1.2 Structure et caractérisation de la biomasse végétale
1.2.1 Composition biochimique

En général, la biomasse est composée de 48 % de carbone, 6 % d'hydrogene et 45 %
d'oxygéne, avec une faible proportion de matiere inorganique. Par exemple, I'analyse de la
paille de riz et de blé a montré des matieres volatiles respectivement a 65,47 % et 75,27 %,
avec des cendres estimées a 18,67 % pour la paille de riz et 7,02 % pour la paille de blé
(Molina-Sabio et al., 2004).
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Figure 9. Constitution chimique de la biomasse végétale (Molina-Sabio et al., 2004).

La matiére se divise en trois composants principaux (Molina-Sabio et al., 2004): Cellulose,

hémicellulose et la lignine.

21



CHAPITRE 111 BIOMASSE COMME SUBSTRAT POUR LE BIOETHANOL

1.2.1.1 Cellulose

La cellulose, a une structure cristalline stabilisée par des liaisons hydrogene et des forces de

dispersion (Somerville et al., 2012).

1.2.1.2 Hémicellulose

L'hémicellulose est un hétéropolymére amorphe composé de différents sucres nécessitant
une large gamme d'enzymes pour son hydrolyse (Somerville et al., 2012).

1.2.1.3 Lignine

La lignine, polymére phénolique amorphe, confere au bois sa résistance et sa couleur, et

forme des liaisons complexes avec les hémicelluloses (Somerville et al., 2012).

1.2.1.4 Composés extractibles

Les composeés extractibles sont des molécules de faible a moyen poids moléculaire pouvant
étre extraites des cellules végétales sans altérer leur structure. Dans le bois, ces substances
représentent généralement moins de 10 % du matériau. Les extraits peuvent inclure une
variété de molécules, classées selon leur polarité ou leur solubilité dans différents solvants. Par
exemple, les extraits de liege comprennent des n-alcanes, des cires, des acides gras et des
polyphénols, généralement divisés en deux groupes : les composés aliphatiques solubles dans
des solvants peu polaires et les composés phénoliques extraits par des solvants polaires
(Figure 9). (Maarouf et al., 2020).

1 .3. Prétraitements de la biomasse végétale

Effect of Pretreatment

Lignin Cellulose .
]
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i . ‘
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Hemicellulose
Figure 10. Prétraitements de la biomasse végétale ( Hsu et al. 1980)
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1.3.1 Prétraitements physiques

La comminution mécanique de la biomasse, incluant des méthodes comme le broyage et le
déchiquetage, vise a réduire la taille des particules pour améliorer la digestibilité des
matériaux lignocellulosiques. Par exemple, le fraisage et le broyage peuvent réduire les
particules & des dimensions de 0,2 a 2 mm, tandis que le déchiquetage abaisse la taille & 10-30
mm (Sun et Cheng, 2002).

1 .3.2 Prétraitements physico-chimiques

* Prétraitement a la vapeur : Le prétraitement a la vapeur (PV) est I'une des méthodes
physico-chimiques les plus couramment utilisées. Il consiste a traiter la biomasse avec de la
vapeur saturée a haute pression (160-240 °C) pour favoriser I'hydrolyse de I'némicellulose. Ce
processus génere des acides qui catalysent I'hydrolyse, augmentant ainsi la digestibilité de la
cellulose tout en solubilisant I'hémicellulose. Une sévérité trop élevée peut produire des

inhibiteurs qui nuisent a la fermentation (Wright, 1988).

* Voie hydrothermale: La voie hydrothermale utilise de l'eau chaude pour prétraiter la
biomasse, favorisant I'hydrolyse de I'hémicellulose et I'élimination de la lignine. A des
températures optimales de 180-190 °C, cette méthode permet de minimiser la formation de
produits inhibiteurs (Yang et Wyman, 2004). Des configurations de réacteur spécifiques,
comme le passage d'eau chaude sur un lit fixe de lignocellulose, sont recommandées pour

optimiser I'extraction des sucres.
1 .3.3 Prétraitements chimiques

L’hydrolyse acide utilise des acides (comme HCI1 ou H,SO,4) a basse température (40-100
°C) pour dégrader la cellulose et I'némicellulose. Cependant, cette méthode présente des
inconveénients, tels que la corrosion des équipements et la formation de composés inhibiteurs

comme les phénols et le furfural (Mosier et al., 2005).

* A I'acide dilué: L'hydrolyse a l'acide dilué, utilisant généralement de I'acide sulfurique ou
chlorhydrique, permet de décomposer les polysaccharides en sucres simples. Les conditions de
réaction impliquent des concentrations d'acide faibles (1-5 %) et des températures modérées
(100-200 °C).
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* A I'acide concentré: Le procéde Bergius, utilisant de I'HCI concentré, est abandoné en
raison de la difficulté de recyclage et de la corrosion. L'hydrolyse a l'acide sulfurique

concentré demeure la méthode la plus étudiée, bien qu'elle soit colteuse.

1.3.4 Procédé d’hydrolyse alcaline

Le procéde kraft, connu dans l'industrie papetiere, utilise un mélange de NaOH et Na,S
pour enlever I'némicellulose et la lignine (Adam, 2008). Les agents alcalins facilitent
I'infiltration des réactifs dans les fibres de cellulose, rendant la lignine et I'hnémicellulose plus

accessibles.

* Prétraitement a la chaux et par oxydation humide: Le prétraitement a la chaux utilise une
solution de Ca(OH), pour solubiliser I'némicellulose et la lignine a faible colt et a différentes
températures (Chang et al., 1998). L'oxydation humide, en ajoutant un agent oxydant,

ameliore également I'élimination de ces composants.

1.3.5 Utilisation de liquides ioniques et organosolv

Ces procédés impliquent la rupture des liaisons éther dans la lignine et I'némicellulose a
I'aide de solvants organiques. L'Organosolv, utilisant des solvants organiques en combinaison
avec de l'eau, permet I'extraction efficace de la lignine et des hémicelluloses tout en

minimisant I'utilisation de produits inorganiques (Saidi, 2011).

1 .3.6 Prétraitements biologiques

Le traitement biologique, utilisant des microorganismes comme les champignons, offre une
méthode écologique pour dégrader la biomasse lignocellulosique. Cette méthode "ne néecessite
pas d'énergie élevée ou d'équipement colteux". Les champignons de pourriture blanche,
comme Phanerochaete chrysosporium, sont particulierement efficaces pour décomposer la
cellulose et la lignine. Des études ont montré que certaines especes peuvent eliminer jusqu'a
50 % de la lignine, rendant ce processus prometteur pour le prétraitement de la biomasse
(Galbe et Zacchi, 2007).
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1 .4. Inhibiteurs générés lors des prétraitements

Le prétraitement sévere de la biomasse génére des composés toxiques qui inhibent
I'nydrolyse et la fermentation. Ces inhibiteurs, notamment les dérivés furaniques, les acides
faibles et les composés phénoliques, acide acétique, furfural, phénols, acides aromatiques,
aldéhydes, sulfites, lignosulfates, certains ions, etc (Hahn-H;, et al. 1991), dépendent de
plusieurs facteurs, y compris la nature de la biomasse et les conditions de prétraitement. Leur
effet inhibiteur résulte d'interactions complexes, rendant certaines méthodes de prétraitement

plus propices a la formation d'inhibiteurs spécifiques (Figure 11).
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Figure 11. Inhibiteurs généreés lors des prétraitements (Maarouf et al., 2020).

1.5 La détoxification

La détoxification des hydrolysats peut s'effectuer par plusieurs méthodes, choisies en

fonction des composeés inhibiteurs a éliminer et des considérations économiques.

v' 1 5.1 Procédé alcalin (overliming) : Ce processus augmente le pH de I’hydrolysat
pour former un précipité, généralement de sulfate de calcium (gypse). Il permet de
réduire les furanes et les composés phénoliques, sans effet sur les acides organiques.
L’overliming peut étre réalis€¢ avec divers agents alcalins, tels que 1’hydroxyde de

calcium, d’ammoniaque, de magnésium, de barium, ou de soude.
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v Résines échangeuses d’anions : Ces résines purifient I’hydrolysat en éliminant la
plupart des inhibiteurs. Par exemple, sur un hydrolysat acide de bagasse de canne a
sucre, elles ont permis d’éliminer 63,4% des furanes et 75,8% des composés
phénoliques (Clark, T.A. et Mackie, K.L., 1984)

v Charbons actifs : En contact avec 1’hydrolysat, le charbon actif élimine efficacement
les composés phénoliques et réduit les furanes et I’acide acétique. Ce charbon peut
étre régénéré par immersion dans de 1’eau bouillante

v' Enzymes : L’utilisation d’enzymes, comme les laccases, transforme des composés
inhibiteurs en formes moins toxiques. Elles sont efficaces pour éliminer les composés
phénoligues, bien que sans effet sur d'autres inhibiteurs ( Larsson et al., 1999)

v Microorganismes : Certains microorganismes, comme Trametes versicolor et Cyathus
stercoreus, peuvent produire des laccases. D'autres peuvent transformer des
inhibiteurs tels que HMF et furfural en composés moins toxiques

v Produits chimiques : L'ajout de dithionite (5 a 10 mM) améliore les rendements de
fermentation en réduisant la nocivité des inhibiteurs. Le sulfite posséde une propriété
similaire ( Alriksson et al., 2011). Des composés comme le tréhalose et la glutathione

peuvent également protéger les levures en agissant directement sur elles
1 .6. Hydrolyse enzymatique des polysaccharides

L'hydrolyse enzymatique est effectuée par des cellulases hautement spécifiques,
produisant principalement des sucres réducteurs comme le glucose. Contrairement a
I'nydrolyse chimique, elle se déroule dans des conditions douces, & un pH de 4,8 et & des
températures de 45 a 50 °C, qui sont optimales pour les enzymes. Un avantage majeur de
I'nydrolyse enzymatique est qu'elle ne cause pas de problémes de corrosion (Duff et Murray,
1996). Cependant, elle présente une cinétique beaucoup plus lente, nécessitant plusieurs
heures, tandis que I'hydrolyse chimique ne prend que quelques minutes. De plus, le produit
final de I'nydrolyse enzymatique peut inhiber I'enzyme, affectant ainsi le processus, & moins
qu'il ne soit éliminé immédiatement aprés sa formation. Par ailleurs, le colt des enzymes

constitue un goulot d'étranglement majeur dans la production d'éthanol a partir de biomasse.
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1.6.1 Hydrolyse de la cellulose

Les cellulases se distinguent par leur capacité a hydrolyser la cellulose et sont classées dans
des familles de glycosyl hydrolases selon le systtme CAZy, en fonction de leur homologie de
séquence. La dégradation enzymatique de la cellulose en glucose nécessite I'action synergique

de trois classes d'enzymes (Figure 12):

- Endoglucanases (EGs) (EC 3.2.1.4) : Hydrolysent aléatoirement les liaisons p-1,4-

glucosidiques internes de la cellulose (Dashtban et al., 2009)

Cellobiohydrolases (CBHSs) (EC 3.2.1.91) : Clivent les unités de cellobiose aux extrémités de
la chaine (Lynd et al., 2002)

- B-glucosidases (BGs) (EC 3.2.1.21) : Hydrolysent la cellobiose en glucose et clivent

les unités de glucose des oligosaccharides cellulaires (Dashtban et al., 2009)
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Figure 12. Hydrolyse de la cellulose (Saini et al. 2015)

2. Bioéthanol

Le terme bioéthanol est un amalgame entre le préfixe bio du grec bios, vie, vivant et du

terme éthanol. Le préfixe bio indique que I'éthanol est produit a partir de matiere organique
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(biomasse) et n'a pas de lien avec le terme « bio » généralement utilisé pour désigner
I'agriculture biologique. Le bioéthanol est produit par fermentation du sucre provenant des
cultures sucriéres (canne a sucre, betteraves, blé) (Julien, 2012), ou provenant des cultures
contenant de I'amidon (graines), les déchets agricoles, les déchets forestiers, les déchets
municipaux, les fumiers de bétail, etc. Lorsque les sucres sont présents sous forme de
polysaccharides, un processus d’hydrolyse (acide ou enzymatique) est généralement utilisé
pour la délignification et la formation de sucres fermentescibles avant la fermentation. A
I’aide de micro-organismes (par exemple, la levure), les sucres hydrolysés (par exemple, le
glucose) sont convertis en éthanol (bioéthanol) pendant le processus de fermentation. La
distillation et la déshydratation sont ensuite utilisées pour produire un alcool sans indice
d’octane élevé, également appelé éthanol déshydraté ou éthanol anhydre (Champagne, 2008).
L'éthanol synthétique est un composé chimique de formule C,HsOH produit par voie de
synthese chimique, il est fabriqué a partir d'éthylene issu du craquage d'hydrocarbures comme
le pétrole ou le gaz naturel. Le processus de production principal repose sur I'hydratation de
I'éthylene (Tamers, 2006) en présence d'acide sulfurique, suivant une réaction en deux étapes
: d'abord la formation d'acide éthylsulfurique, puis son hydrolyse.

2.1 Propriétés physiques

L'éthanol est un liquide incolore, inflammable et 1égerement toxique, avec la formule
CH3-CH,-OH. Il devient visqueux a -80°C, se congeéle a -117,3°C et bout a 78,35°C a
pression atmosphérique. Sa masse moléculaire est de 46,07 g/mol, sa densité a 20°C est de
0,7893 et son indice de réfraction est de 1,3611 (Rakotondravao H., 2014).

2.2 Propriétés chimiques

L'éthanol n'attaque pas les métaux courants comme le fer ou le cuivre, mais reagit avec
I'aluminium. Son point d'éclair est a +16°C, et son pouvoir calorifique est de 6642 cal/kg,
faisant de lui une source d'énergie considérable. L'oxydation lente de I'éthanol a froid produit
des aldéhydes (Rakotondravao H., 2014).

2.3 Modes de consommation

a- Secteur Automobile et Transport: Le bioéthanol est un carburant alternatif prometteur,

bien qu'il ait un pouvoir calorifique inférieur (21,1 MJ/L) a celui de I'essence (30-33 MJ/L).
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Cependant, son indice d'octane plus élevé permet d'ameliorer l'efficacité thermique des
moteurs. Divers mélanges comme le E5, E10 et E85 sont utilisés, et des recherches sont en

cours pour des applications dans le transport lourd et aéronautique (Cruz et al., 2014).

b- Secteur Industriel: Dans I'industrie, le bioéthanol est un solvant polyvalent utilisé pour la
fabrication de peintures, plastiques, cosmétiques et produits de nettoyage, agissant comme

réactif dans la synthése chimique. (Cruz et al., 2014).

c- Secteur Médical et Pharmaceutique: Le bioéthanol est largement utilisé pour ses
propriétés antiseptiques dans les solutions hydroalcooliques et la stérilisation du matériel
médical. Il joue un rdle clé dans la production de gel hydroalcoolique, surtout durant la
pandémie de COVID-19. (Cruz et al., 2014).

d- Secteur Domestique: En milieu domestique, le bioéthanol est utilisé pour le chauffage avec
des cheminées a éthanol et dans des produits d'entretien ménagers pour ses propriétés
désinfectantes et dégraissantes.

e- Secteur Agroalimentaire: Dans l'agroalimentaire, le bioéthanol est essentiel pour la
production de vinaigre et l'extraction d'ardmes naturels, tout en servant de conservateur

efficace (E1510) gréace a ses propriétés antimicrobiennes.

f- Secteur Energétique: En tant que source d'énergie renouvelable, le bioéthanol est utilisé
dans la cogénération pour produire électricité et chaleur, contribuant a réduire les émissions de

gaz a effet de serre et & diversifier les sources d'énergie. (Cruz et al., 2014).
2.4. Fermentation alcoolique et production de bioéthanol

La fermentation est un processus biologique qui transforme la matiére organique en
énergie, produisant de I'ATP méme en I'absence d'oxygéne, bien que moins efficacement que
la respiration. Utilisée depuis des millénaires, la fermentation est essentielle dans la
production d'éthanol.

La levure Saccharomyces cerevisiae est la plus couramment utilisée pour ce processus,
transformant le glucose en éthanol selon la réaction :

CsH1206—2C,HsOH+2CO,+energie.

Parmi les especes utilisées on peut citer:
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- Saccharomyces cerevisiae: Cette levure unicellulaire, d'une taille variant de 1 a 9 um, est
cruciale dans la fermentation alcoolique. Louis Pasteur a démontré son réle dans ce processus
entre 1857 et 1863 (Salma et al., 2014). S. cerevisiae est efficace pour fermenter les sucres,
produisant bioéthanol et jouant un réle clé dans les énergies renouvelables et les
biocarburants. Elle est également utilisée dans la production de molécules d'intérét
pharmaceutique, ses avantages incluent une tolérance élevée a I'éthanol (180 g/L) et la
capacité de fermenter a des pH acides (3-4), limitant ainsi les contaminations (Lin et al.,
2006).

- Zymomonas mobilis: Cette bactérie est particulierement efficace pour la fermentation
d'éthanol, atteignant des rendements de 97% par rapport au rendement théorique. Bien qu'elle
produise moins d'ATP que S. cerevisiae, sa productivité peut étre 3 a 5 fois supérieure.
Cependant, et son pH optimal supérieur a 5 augmente les risques de contamination (Sprenger,
1996).

- Escherichia coli: Bien qu'initialement non congue pour produire de I'éthanol, E. coli a été
génétiqguement modifiée pour utiliser divers substrats, incluant les pentoses. Les rendements
de fermentation au glucose peuvent atteindre 80%, cependant Zymomonas mobilis présente
des limitation : il utilise principalement le glucose et ne tolére pas bien d’autres sucres ce qui
peut réduire ses rendements de la fermentation a moins de 88 % en raison de la production du
sous-produit comme le sorbitol de plus son pH optimal est en supérieur a 5, le risque de
contamination augmente et sa petite taille complique la séparation du milieu de fermentation.

il est moins robuste que Saccharomyces cerevisiae (Lin et al., 2006).
2.5. Facteurs influencant la fermentation

* Conditions environnementales : La temperature, le pH et l'appo-rt en nutriments
influencent la croissance et la production des levures). Les substances inhibitrices peuvent

ralentir ou arréter l'activité des levures (Gryta et al., 2000).

* Concentration en substrat : Des concentrations élevées de glucose (150-400 g/L) peuvent

inhiber la croissance des levures (Wang et al., 1979).

* Concentration d’éthanol : Des concentrations d'éthanol de 1-2% réduisent la croissance,

tandis qu'a 10%, la production est arrétée (Roehr, 2001).
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* Température et pH: Saccharomyces cerevisiae a une température optimale de 30-33°C et un
pH optimal entre 4 et 4,5 (Aldiguier et al., 2004).

* L'acide acétique : L'acide acétique, un co-métabolite, peut inhiber la croissance et induire la

mort cellulaire a des concentrations spécifiques (Ferreira et al., 2004).
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CHAPITRE IV MATERIELS ET METHODES

Chapitre 1V: Matériel et Méthodes

1. Matériel biologique
1.1 Matiere végétale

La transformation de tomates pour la fabrication de concentrés engendre une quantité
considérable de déchets, notamment des graines, des peaux et de la pulpe. Ces résidus ne se
juxtaposant pas aux sources alimentaires humaines, offrent une opportunité de valorisation en

tant que ressource pour la bio-production de 1’éthanol (Figure 13).

Figure 13. Résidus de transformation de la tomate (originale).

1.2 Micro-organismes

Saccharomyces cerevisiae : Le choix de la levure boulangére commerciale Saccharomyces
cerevisiae (Figure 14) pour la production d'alcool s'avere judicieux en raison de son efficacité
dans la conversion des sucres en alcool, de sa tolérance aux concentrations élevées de sucre et
a des températures spécifiques. Cette levure est particulierement adaptée aux conditions
locales et capable de fermenter les sucres,. De plus, son robustesse face aux contaminants et

aux inhibiteurs.
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Figure 14. Vue de la levure Saccharomyces cerevisiae x100 (originale).

L’aspergillus niger: Nous avons sélectionné Aspergillus niger pour son capacité a produire
des enzymes, notamment des cellulases et des xylanases, qui sont essentielles pour dégrader la

biomasse.

2. Région d’étude

Les résidus utulisés provenant de la wilaya d’Adrar situé au sud-ouest de 1’ Algérie, c’est
une région connue pour la filiere tomate par une production annuelle de 59 546,15 tonnes de
tomates, en destine environ 13 368,8 tonnes a la fabrication de concentré de tomate (Dsa
Adrar, 2022). Cette transformation est assurée par 1’usine FOGARA (Figure 15), une SARL
privatisée en 2014 et modernisée avec une nouvelle chaine de production d’une capacité de 1
500 tonnes par jour. Située a 150 km de la commune de Reggane, principale zone
d’approvisionnement, FOGARA est la seule unit¢ de transformation de la région d'ou

proviennent les résidus.
N

Zaouiet Kounta Aoulef

l'unité de
transformation

Reggane

‘1

Figure 15. Situation de I'unité de production
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La figure 16 ci-dessus represente Les diferents processus de production de double
concentré de tomate au niveau de l'unité de transformation.

3. Préparation des matiéres premieres

La fabrication de concentré de tomate dans cette unité génére des co-produits de

transformation (peaux, graines, pulpe) qui peuvent étre valorisés dans des applications

industrielles, agricoles ou énergétique dans la region d'Adrar.

Chauffage

§ Concentration |:> Stérilisation

Résidus

Figure 16. Les processus de production de double concentré de tomate
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Aprés un séchage dans un endroit ventilé et a lI'abri de la lumiere, ces résidus ont été
broyés (0.2-0.4 mm) pour augmenter leur surface spécifique et réduire le degré de
polymérisation de la cellulose, facilitant ainsi leur hydrolyse. Les résidus broyés ont été

conservés dans un conteneur hermétique pour éviter toute dégradation.

3.1. Détermination du taux la matiére séche (MS) et de la matiére organique (MO)

Afin d'obtenir le taux de la matiére seche nous avons réalisé un étuvage du substrat (Etuve

a 105 C°), Le taux de mati¢re séche exprimé en pourcent de 1’échantillon est donné par la
formule suivante : (Po — P) x 100/ P,
Dont Py : poids initial en gramme, de la prise d’essai ; P : poids en gramme, de la prise d’essai
séchée ; MS (%) = 100 — H (%) d’ou H : humidité.
Le taux de la matiére organique (MO) exprimé en pourcent de 1’échantillon (par 1’incinération
dans un four a moufle a 550 C°), il est donné par la formule suivante :
Dont Py : poids initial en gramme de la prise d’essai ;

P : poids en gramme du résidu gris résultant de 1’incinération ;

C (%) = 100 — MO (%) d’ou C : cendres (Pg — P) x 100/ P

(Po — P) x 100/ Py (Acourene et Tama, 1997)

3.2. Extraction des lipides

Nous avons utilisé 03 types de résidus selon le contenant

L’huile a été extraite a partir de déférents résidus de tomates (déchets, graines, pelures)
broyés (0.5) en utilisant le dispositif SOXHLET en présence du solvant de 1’hexane pendant
06 heures a une température d’¢ébullition Le solvant est ensuite évaporé dans un évaporateur

rotatif.

Le ballon est séché (105°C, 1h), refroidi au dessiccateur, puis pesé avec précision. Puis 10
g de broyat de tomate sont extraits pendant 4h avec 250 mL de solvent, le solvant est éliminé
par distillation, puis le résidu est séché (70-80°C) et refroidi et la masse lipidique est

déterminee aprées obtention d’un poids constant (0,001 g).

La teneur en matiére graisse est calculée selon la formule suivante: MG %=[( P2-P1)/P3]
X100
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P1 : Poids du ballon vide (g),
P2 : Poids du ballon avec I’huile extraite (g),
P3 : Poids de la prise d’essai (g).

3.3. Quantification de la cellulose et de I'hémicellulose (Tappi T 203 cm-99)

L’extraction de 1’holocellulose (cellulose + hémicelluloses) est réalisée par traitement d’un
¢échantillon sec (1 g) avec une solution aqueuse d’acide acétique et de chlorite de sodium,
chauffée a 70 °C pendant 6-8 h, avec des réapprovisionnements en réactifs pour optimiser la
dégradation de la lignine. Apres filtration et lavage, le résidu séché correspond a

I’holocellulose.

L’a-cellulose est isolée par hydrolyse alcaline de 1’holocellulose, utilisant une solution
de NaOH 17,5 % pendant 45 min. Le résidu insoluble, apres filtration et lavage, représente

I’a-cellulose pure, dont la teneur est calculée par rapport a la masse initiale d’holocellulose.

Les hémicelluloses, composantes non cellulosiques de 1’holocellulose, sont quantifiées par

différence de masse entre 1’holocellulose et I’a-cellulose.
4. Procédés de production du bioéthanol
Les travaux expérimentaux effectués sur les résidus pour la conversion en bioéthanol ont été

réalisée en 2 étapes :

1" étape : en utilisant dans ce parti des résidus bruts subissent extraction des extractibles et
application de 2 processus d'hydrolyse (acide et enzymatique) pour but d'étudier la faisabilité

et suivre les parameétres de production et caractériser le bioéthanol obtenue.

2°" étape : dans cette étape nous avons comparé le pourcentage d’alcool obtenu pour 3
natures de substrats (résidus bruts extraits, résidus sans grains extraits, résidus sans grains non

extraits)

La figure 17 montre les différentes étapes de la préparation, du traitement et de la

transformation des résidus de la tomate a la production d'alcaool éthylique.

37



CHAPITRE IV MATERIELS ET METHODES

Déchets Residues de tomate
(Biomasse Lignocellulosique)

1

Séchage-Broyage (0.2-0.4 mm)

U

417 Extraction
(Solvant)

L

Prétraitement thermal (15%(w/v), 40 min a
134°C, dépressurisation 1-2s/5min)

il

Hydrolyse Acide (H2SO4
0.5%)

€1

JL Detoxification

Precipitation U

L'hydrolyse enzymatique

4

Fermentation (pH 4.7 - 30 + 2°C -
72h)

1l

Distillation (78°C)

Extractibles

Figure 17. Procédés de production du bioéthanol

4.1. L'extraction Soxhlet

Est une méthode efficace pour récupérer des composes extractibles tels que les tanins, les

huiles, les graisses, les résines et les cires a partir de la biomasse.

Le processus commence par le placement de 160 mL de solvant extracteur dans un ballon de
300 mL, avec des résidus insérés dans des cartouches en papier filtre dans un appareil Soxhlet
(Figure 18).

Aprés une premiére phase de deux heures a température ambiante pour permettre la
dissolution des composés, la température est ensuite augmentée jusqu'au point d'ébullition

minimum du solvant pendant six heures, facilitant ainsi I'extraction. Le solvant est ensuite
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éliminé par évaporation rotative, permettant de récupérer les extraits concentrés. Enfin, les
cartouches contenant les résidus extraits sont séchées a 110 °C pour éliminer I'numidité
(Boulal, et al., 2019).

Figure 18. Procédé d'extraction Soxhlet (Originale)

4.2. Prétraitement thermique

Les résidus ont été prétraités avec de la vapeur sous pression pour séparer leurs
composants, a savoir la cellulose, I'némicellulose et la lignine, et finalement éliminer la lignine
tout en réduisant la cristallinité de la cellulose. Ce processus permet de récupérer presque tous
les sucres et nécessite moins de produits chimiques et de conditions opératoires (Kemka et al.,
2023). Le substrat est prétraité sous pression de vapeur dans des flacons, avec un rapport
solide sur solvant de 15 % (m/v), dans un autoclave de type 'Micro 8' pendant 40 minutes a
134 °C. Nous avons choisi de prolonger le temps de s€jour et de diminuer la température pour
éviter la formation d'inhibiteurs pouvant nuire a la fermentation ultérieure (Wright et al.,

1988). La dépressurisation a été effectuée toutes les 5 minutes pendant 1 a 2 secondes.

4.3. Hydrolyse acide

Les résidus prétraités a la vapeur ont été traités avec de I'acide sulfurique a 0,5 % pendant
50 minutes. Aprés I'étape de prétraitement, I'nydrolyse acide favorise la récupération de
I'némicellulose (Nguyen et al., 2000) et la dépolymérisation de la cellulose en glucose
(Maarouf et al., 2020). Le processus d'hydrolyse acide diluée consiste a rompre les liaisons
osidiques et a libérer des sucres fermentescibles (Das et al., 2004).
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4.4. Détoxication du I'hydrolysat

Le processus alcalin, également connu sous le nom d'overliming, est une méthode utilisee
pour réduire la présence de composés inhibiteurs dans la fermentation alcoolique. Cette
méthode consiste a élever le pH de I’hydrolysat en ajoutant de I’hydroxyde de calcium
(Ca(OH),) jusqu'a la formation d'un précipité (Palmquvist et al., 2000). Ce précipité est ensuite

éliminé par filtration.

4.5. Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique constitue une approche biotechnologique essentielle pour la
dépolymérisation de la cellulose en monosaccharides, catalysée par des enzymes

hydrolytiques.

Pour isoler et identifier I'espece fongique utilisé dans le procesus de L’hydrolyse

enzymatique on a apliquer les etapes suivants:

*|solement

e Les graines de blé sont rincées a I'eau distillée stérile et séchées sur papier filtre.

e Le mileu contenat 1 g de grains broyés dans 9 mL de NaCl 0,9% (homogénéisation au
vortex°®, 10 min est ensemencé avec 1 mL d'une suspension fongique et incubées sur
PDA a 28°+ 2°C pendant 5 jours(Yesilada et al., 1998) .

e Les colonies sont repiquées sur PDA frais par transfert monosporique (Davet et
Rouxel, 1997) et réincubées (28°+ 2°C, 5 jours) jusqu'a obtention de cultures pures

Purification.

* ldentification morphologies des isolats fongiques

Les souches fongiques ont été identifiées par analyse comparative des isolats cultivés sur
PDA, selon les systemes taxonomiques standardisés de Botton et al. (1999), La diagnose

combine une approche morphofonctionnelle (macro/microscopie).

L’observation macroscopique des moisissures se base sur deux critéres :
*L’aspect des colonies : c’est un élément trés important d’identification. Les champignons
filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses

ou granuleuses.
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*La couleur des colonies : qui représente un critére clef d’identification. Les couleurs les
plus fréquentes sont le blanc, créme, orange, jaune, brun allant jusqu’au noir. (Nwuche et

Ogbonna, 2011).

L’observation microscopique se fait par prélevement d'un fragment de colonie fixée
sur lame puis 1'observer par 1’objet (x40) et (x100) (Guiraud et al., 2004).

L'hydrolyse enzymatique a été réalisée sur un substrat solide issu de I'hydrolyse chimique
(Figure 19) de matiere cellulosique, prealablement traité thermiquement et débarrasseé des
composés inhibiteurs. Une suspension d' Aspergillus niger a été préparée et incubée a 29°C
pendant 5 a 10 jours pour développer la biomasse fongique. Des dilutions de spores ont
ensuite été réalisées a trois concentrations (10°, 10* et 103 spores/mL) a l'aide d'une lame de

Malassez.

Figure 19: Substrat solide sujet de I'hydrolyse enzymatique (Originale)

L'hydrolyse enzymatique a été conduite a 32°C, pH 4,8, et une agitation de 180 tr/min,
conditions optimales pour l'activité enzymatique d' Aspergillus niger. Les trois concentrations
de spores (Figure 20) ont été testées pour déterminer la concentration optimale maximisant la

production de sucres fermentescibles et d'éthanol.

Figure 20. Les concentrations de spores d'Aspergillus niger (Originale)
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4.6. Fermentation

L'acidité de I'hydrolysat a été corrigée avec une solution de NaOH pour atteindre un pH de
4,7 a l'aide d'un pH-métre ‘Ohaus ST3100-F’. L'inoculum a été préparé en pré-cultivant de la
levure seche de Saccharomyces cerevisiae (1 g/l) (Boulal et al., 2017, Fabienne et al., 1991)
dans une solution de saccharose a 12 % (v/v). Un agitaton continu a été maintenu pendant 90

minutes a une température de 30 + 2 °C (Sabba et al., 2018).

Seringue de
prélevement

Dégagement

Figure 21: Appareil expérimental pour la fermentation (Originale)
a thermometer b libération de CO, ¢ milieu réactionnel d bain-marie e seringue

d'échantillonnage f bioréacteur

Le dispositif de fermentation (voir figure 21) a été immergé dans un bain-marie ou la
température a été maintenue a 30 + 2 °C (Kaidi et al., 2001), et la fermentation a été réalisée
pendant 72 heures (Cekmecelioglu et al., 2013). L'agitation était fournie par le mouvement des
bulles de CO, libéreées.

4.7. Distillation alcoolique

Apres fermentation, Le mout obtenu obtenu a partir des résidus de tomates a éte distillé
pour extraire I'éthanol a I'aide d'un dispositif conventionnel comprenant un manteau chauffant,
une colonne de refroidissement et une ampoule de récupération (Figure 22), a une température
de 78 °C. Ce processus purifie I'éthanol en le séparant du milieu réactionnel (Boulal et al.,
2010).
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Figure 22. Dispositif de distillation (Originale)

4.8. Suivi des parametres physico-chimiques du milieu fermentaire

Le suivi des parameétres physico-chimiques pendant la fermentation a inclus le monitoring
continu du pH a l'aide d'un pH-metre numérique calibré (£0,01 unité) et la détermination de
la densité du moat fermentaire par gravimétrie différentielle a 20°C. Les changements des
propriétés du milieu, notamment l'odeur et les modifications de couleur, ont également été

évalues.
5. Méthodologies analytiques
5.1. Mesure du pH

La détermination du pH est réalisée par potentiométrie a l'aide d'un pH-meétre PH210
(HANNA), conformément aux normes NF V 05-108 (1970) et AFNOR (1982). La mesure est

effectuée sous agitation pour garantir une homogeénéisation optimale de I'échantillon.
5.2. Mesure de la densité

La densité, définie comme le rapport entre la masse d'un volume donné de substance et celle
d'un volume égal d'eau distillée dans des conditions isothermes, est déterminée selon le
protocole standardisé (OIV-MA-AS2-01A : R2012).
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5.3. Détermination de la teneur en sucre

La quantification des sucres résiduels a été réalisée par la méthode spectrophotométrique
de Dubois et al. (1956), mesurant I'absorbance a 490 nm apres réaction avec l'acide sulfurique

concentré. Une courbe d'étalonnage a été établie a I'aide de solutions de glucose de référence.

Dosage:

Un mililitre (1mL) de I'extrait filtré été prélevé, ensuite mélangé avec 1 mL de phénol a 5
% et 5 mL d'acide sulfurique concentré (H,SO,). Aprés avoir agité le mélange vigoureusement,
il a été chauffé a 100 °C pendant 5 minutes, puis laissé se refroidir a I'obscurité pendant 30
minutes. La mesure a été effectuée en lisant la densité optique a 492 nm a laide d'un

spectrophotometre UV-VIS.

La teneur en sucres de I'échantillon a été déterminée en reportant cette densité optique sur une
courbe d'étalonnage préalablement réalisée par preparation de concentrations diferents par
méthode spectrophotométrique de Dubois, mesurant I'absorbance a 490 nm apres réaction

avec l'acide sulfurique concentré.

. La relation entre la densité optique (DO) et la concentration (C) en pg/mL de D-Glucose a été
donnée par la fonction linéaire DO = f(C) = s x C, ou « s » a représenté la pente de la droite
d'étalonnage (selon Ould El Hadj, 2001)

6. Caractérisation du bioéthanol
a. Concentration en éthanol

La Concentration en éthanol est déterminée par pycnométrie a 20°C, avec une courbe de

calibration établie a partir de solutions hydroalcooliques standardisées (R2 > 0,98).

{ml—m0)

La densité est calculée selon la formule suivante:D = som)

D : la densité

m1 : masse de pychomeétre + éthanol

mO : masse de pycnomeétre vide (10,0779)
5: volume de pycnomeétre (ml)

b. Tests de flammabilité

Des tests d’inflammabilité ont confirmé la nature du distillat.
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c. Spectroscopie FTIR

Réalisée avec un spectrometre CARY660 FTIR (Agilent Technologies), les spectres ont
été enregistrés entre 4000 et 400 cm™ avec une résolution de 4 cm™. Les bandes d'absorption
caractéristiques de I'éthanol ont été identifiées, notamment les élongations O-H (3300-3400
cm™1), C-H (2800-3000 cm™) et C-O (1050-1150 cm™).

d. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Effectuée avec un appareil Clarus 500-650S10041402, utilisant une colonne capillaire
DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) et un détecteur FID a 250°C. Le programme de
température du four était de 40°C (5 min) a 200°C a 10°C/min, avec un débit d'hélium de 1
mL/min. La quantification a été réalisée par la méthode de I'étalonnage interne, utilisant le n-

propanol comme standard interne.
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Chapitre V: Resultats et Discussion

Dans ce chapitre nous présentons les résultats et discussions sur la production de
bioéthanol a partir de résidus de transformation de tomates en, en explorant les étapes clés
(prétraitement, hydrolyse, fermentation, distillation) et la caractérisation de l'alcool obtenu.
Nous avons comparé aussi l'efficacité de différents substrats et analysé l'impact des

conditions opératoires sur le rendement.
1. Caractérisation physico-chimique du substrat

Le taux de matiére seche obtenu lors de I'analyse du substrat brut est de 94,66 %, indiquant
une teneur ¢élevée en solides aprés élimination de 'humidité. C’est une valeur qui nous a

permis évaluer la stabilité et la conservation des residus étudies.
1.1. Composition des résidus de tomate

Concernant la composition des déchets de tomate, les résultats montrent que 33,66 % des
résidus sont constitués de graines, un chiffre aligne avec les données rapportées par Kaur et al.
(2008), qui ont observé une proportion similaire de 33 %. Le reste de constituants sont 40% de
pulpe libre ou liée aux fragments de la peau, cependant la peau forme 27% de résidus (Figure
23).

Figure 23. Proportions des résidus de tomate
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La peau, riche en fibres, contient une proportion significative de cellulose, organisée en
structures rigides contribuant a la résistance mecanique du fruit. Elle renferme également de
I'némicellulose, un polymére de sucres plus facilement hydrolysable que la cellulose. La
pulpe, quant a elle, présente une teneur en cellulose et hémicellulose plus faible que la peau,
mais contient aussi des pectines, des composés pectiques et d'autres polysaccharides. Les
graines, bien qu'elles contiennent moins de cellulose que la peau, possédent une couche

externe qui est aussi riche en hémicellulose.
1.2. Mesure du taux d'extraction lipidique

Les graines de tomate présentent un taux d'extraction lipidique éleve, variant entre 26 % et
30,2 %, selon le type de solvant utilisé. Ces valeurs sont comparable a celles décrites par
Persia, (2003), qui rapportent des taux d'huile compris entre 20 % et 24 % sur matiére séche
(MS). Cependant, le rendement en huile des déchets contenant des graines est inférieur a celui
des graines pures, avec des valeurs allant de 5,8 % a 15,2 %. Cette variabilité peut étre
attribuée a plusieurs facteurs, notamment lavariété de tomate, latechnique
d'extraction utilisée (par exemple, extraction par solvant ou pression mécanique), et

les processus de transformation appliqués (Figure 24,25).

,‘ f/__,_

L SN

Figure 24. Couleur et aspect d'extractibles (Originale)

En ce qui concerne les autres composants des déchets de tomate, le rendement en huile
extraite de la peau est nettement plus faible, variant entre 2,5 % et 5 %. Cette valeur est
cohérente avec les observations de Colonna et al. (1995), qui ont également rapporté des
rendements lipidiques faibles pour ce type de substrat. Cette faible teneur en huile dans la
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peau peut s'expliquer par sa composition structurelle, principalement constituée de fibres et de

polysaccharides, qui limitent la disponibilité des lipides pour I'extraction.

30

lipides

graines residus peau

Figure 25. Taux d'extraction lipidique
1.3. Evaluation de la teneur en cellulose et en hémicellulose

La fraction d'hémicellulose obtenue dans les résidus de transformation de tomates est de 14
%, tandis que la cellulose représente 27 %, ces résultats sont proches a ceux décrits par del
Valle et al. (2006).

Les biopolyméres tels que I'hémicellulose et la cellulose sont des composants précieux

pour la production de bioéthanol..

1.4. Optimisation de la concentration initiale du substrat

Les tests initiaux simplifi¢ de 1’optimisation de la concentration du substrat pour garantir
une bioconversion rentable en éthanol, nous ont permis de déduire qu’il est essentiel d'utiliser

une charge de biomasse importante, généralement entre 15 et 20 % (Figure 26).
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Figure 26. Densité et degré alcoolique de distillat de différentes dilutions

Cette proportion permet d'atteindre une concentration initiale plus élevée en sucres
simples fermentescibles dans I'hydrolysat. Il est a noter qu’a partir de la dilution 25 %, le
processus de prétraitement a la vapeur, ’hydrolyse acide et la récupération de 1’hydrolysat par

filtration devient de plus en plus difficile.
2. Suivi des processus et caractérisation du produit

Nous avons utilisé dans ce parti des résidus bruts subissent extraction des extractibles et
appliqué 2 processus d'hydrolyse (acide et enzymatique) pour but d'étudier la faisabilité et

suivre les parametres de production et caractériser le bioéthanol obtenue.

Le prétraitement a la vapeur sous pression est effectué pour réduire la cristallinité de la
cellulose, facilitant ainsi lI'accés aux sucres fermentescibles.(Kemka et al.; 2023). Aprés cette
étape de prétraitement, I'nydrolyse acide effectué par 1’acide sulfirique (H2SO4) favorise la
récupération de I'némicellulose (Nguyen et al., 2000) et la dépolymeérisation de la cellulose en
glucose (Maarouf A., 2020), La fermentation est considérée comme compléte lorsque presque

toute la quantité de sucre a été transformée en éthanol (Verbelen et al., 2009).
2.1 La cinétique de la fermentation

La fermentation des levures suit un profil caractéristique en trois phases, directement
corrélé a leur croissance microbienne et aux transformations métaboliques. Durant la phase de
latence, les cellules levuriennes s'adaptent a leur environnement en activant les voies
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enzymatiques nécessaires (comme la glycolyse et la synthese des protéines), sans
multiplication cellulaire significative. Cette phase prépare I'entrée en phase exponentielle, ou
la croissance devient maximale avec un taux de division cellulaire constant, accompagné d'une

production intensive de métabolites (éthanol, CO, et glycérol en fermentation alcoolique).

L'activité fermentaire est alors optimale, tirée par la disponibilité des substrats carbones.
Enfin, la phase stationnaire survient lorsque les nutriments s'‘épuisent et que les déchets
métaboliques (éthanol, acides organiques) s'accumulent, inhibant progressivement la
croissance. Certaines souches activent alors des mécanismes de survie (sporulation,
production de protéines de stress), tandis que d'autres subissent une lyse cellulaire. Cette
cinétique refléte I'équilibre dynamique entre disponibilité énergétique, capacité métabolique et
tolérance au stress, comme le démontrent les études de Walker (1998) sur Saccharomyces

cerevisiae.

Laopaiboon et al. (2007) ont montré que la concentration d'inoculum n'exerce pas
d'influence significative sur la teneur finale en éthanol, mais module notablement la cinétique
de consommation du substrat glucidique et la productivité éthanolique ainsi qu'une relation

dose-réponse non linéaire a été observeée.

Dans la plage optimale de concentration cellulaire, l'accroissement de la biomasse
microbienne réduit significativement la durée du processus fermentaire en raison d'une
activation plus rapide des voies métaboliques glycolytiques et pyruvatiques, conduisant a une
conversion accelérée des hexoses en éthanol (Mohd Azhar et al., 2017). Au-dela du seuil
critique, des facteurs limitants tels que la compétition pour les nutriments essentiels ou
I'accumulation d'inhibiteurs métaboliques semblent contrebalancer I'effet positif de la densité

cellulaire.
2. 2. Analyse de I'évolution du pH du milieu fermentaire

La figure 27 montre la variation du pH, fournissant des informations sur l'activité
métabolique des levures lors de la conversion des sucres en alcool. La courbe du pH indique
une diminution progressive du pH du milieu de fermentation, passant de 4,7 a 4,08 aprés 72

heures.
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Figure 27. Evolution du pH pendant la fermentation

La détermination du pH est essentielle pour le contr6le du processus de fermentation, Sa
variation donne des indications sur l'activité métabolique des levures. L'acidification du
milieu, qui indique l'intensification de l'activité de fermentation au fil du temps, est due a la
consommation de substrats carbonés et azotés, accompagnée de la production de métabolites
acides ainsi que de la formation de CO2 et d'éthanol par Saccharomyces cerevisiae (Mansouri
et al.,, 1016). Cette variation renseigne sur l'activité métabolique, car la perméabilité de
certains nutriments essentiels aux cellules est influencée par la concentration en H+ dans le
mo(t de fermentation et un pH plus bas facilite la capacité des levures a convertir le sucre

présent dans le milieu en éthanol (Mohd Azhar et al.; 2017).

Ces données expérimentales démontrent que les souches de levures présentent une
tolérance au conditions du milieu fermentaire jusqu'a un pH critique de 4,5. Cependant, leur
cinétique de croissance est notablement inhibée par des concentrations élevées d'acides
lactique, citrique et acétique, avec une inhibition plus marquée encore en présence d'acides

sorbique et propénoique (Mohd Azhar et al.; 2017).

Des études complémentaires ont révélé que divers stress métaboliques peuvent modifier ce
seuil de tolérance. Jones et al. (1981) ont notamment mis en évidence qu'un stress éthanolique
induit une acidification du pH cytoplasmique, conduisant a une perturbation de I'noméostasie

cellulaire et ultimement & la lyse des microorganismes.

52



CHAPITRE V RESULTATS ET DISCUSSION

2. 3. Suivi de ’evolution la concentration en sucres

Les composés organiques carbonés jouent un role fondamental dans le métabolisme des
levures, constituant a la fois la source primaire de carbone pour la synthése des biomolécules
cellulaires et le substrat énergétique indispensable aux activités métaboliques (Mohd Azhar et
al.; 2017). Parmi ces composés, les oses (monosaccharides) tels que les hexoses, ainsi que les
diholosides et triholosides, représentent les substrats privilégiés. Parallelement, des recherches
intensives ont été menées sur l'utilisation de substrats alternatifs économiquement avantageux,

notamment les pentoses et les polyholosides (Waldron, 2010).

En conditions anaérobies, les levures métabolisent le glucose via la voie fermentaire, avec
production d'éthanol et de dioxyde de carbone comme métabolites principaux, accompagnés
de composes secondaires tels que le glycérol, divers acides organiques et esters (Leyral et
Vierlin, 2007). Ce processus métabolique implique un systéeme complexe de transfert
d'électrons, ou le NAD+ joue initialement le role de cofacteur oxydoréducteur accepteur
intermédiaire, se transformant en NADH réeduit. La réduction ultérieure de I'acétaldéhyde en
éthanol permet la régénération du NAD+, maintenant ainsi I'équilibre redox cellulaire par
réoxydation des NADH produits lors de la glycolyse; voie principale de dégradation du sucre
en pyruvate.

L'examen des données présentées dans la figure 28 révele qu'a mesure que le temps de
fermentation augmente, la concentration totale de sucres dans le milieu de fermentation
diminue au cours de la période d'incubation de 72 heures. Les niveaux de sucres totaux
commencent a environ 0,008 g/L au début de la fermentation, mais diminuent réguliérement

pour atteindre environ 0,006 g/L a la fin de la période de 72 heures.
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Figure 28. Evolution des sucres totaux pendant la fermentation

La diminution des sucres totaux au cours de la fermentation prolongé est une tendance
attendue, comme l'indiquent Schiigerl et al. (1994). Cette diminution des niveaux de sucre
peut étre attribuée aux levures Saccharomyces cerevisiae qui consomment activement et
utilisent les glucides disponibles au fur et a mesure que le processus de fermentation
progresse, ce qui est cohérent avec leur role en tant que source de carbone pour la croissance,
le métabolisme et la production de bioéthanol pendant la période d'incubation de 72 heures
(Boulal et al., 2019).

3. Distillation et caractérisation du bioéthanol

L'analyse de la densité du distillat et de la courbe de rendement (figure 29,30), mesurée
apres 72 heures de fermentation, révéle une diminution significative de la densité, passant de
1,0661 a 1,042, atteignant son maximum aprés 72 heures de fermentation. L'éthanol produit
dans cette étude est volatil, inflammable, clair et dégage une odeur d'alcool caractéristique. La

fraction volumique du distillat aprés la premiére distillation est de 18,5 % (v/v).
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Figure 29. Test d'inflammabilité du bioéthanol produit (Originale)
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Figure 30. Evolution de la production d'éthanol pendant la fermentation

La cinétique fermentaire présente une relation biphasique avec la croissance microbienne
. des durées insuffisantes (<24h) limitent I'efficacité métabolique par defaut d'activation
complete des voies cataboliques (u<0,15 h™), tandis que des temps prolongés (>72h) induisent
une inhibition physiologique significative (p<0,05) via I'accumulation de métabolites toxiques
(Mohd Azhar et al., 2017).

La diminution de la densité du distillat pendant la fermentation reflete une augmentation
progressive de la concentration d'éthanol au fil du temps, selon Hadri et al. (Hadri, 2022). La
quantité d'éthanol extraite des résidus de tomates est liée a I'effet du prétraitement par vapeur
sous pression et a I'élimination des composés inhibiteurs de la fermentation alcoolique par

I'nydroxyde de calcium (Ca(OH),) (Maarouf et al., 2020).
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3. 1 Analyse par chromatographie en phase gazeuse

Apres une seconde distillation de I'éthanol obtenu, une analyse qualitative et quantitative a

été réalisée a l'aide du chromatogramme (CPG) (figure 31)
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Figure 31. Spectre chromatographique CPG de I'éthanol Absolu et du bioéthanol

Une comparaison des temps de rétention de I'éthanol de référence (1,59) avec ceux du
bioéthanol produit a partir des résidus de biomasse de tomates (1,66) montre qu'ils sont tres
proches. Cette correspondance étroite des temps de rétention est un indicateur clé pour
I'identification des composés chimiques spécifiques dans l'analyse chromatographique. De
plus, la proportion de la surface totale du pic correspondant a ce composant valide davantage
sa présence et son abondance relative dans I'échantillon.

Les temps de rétention similaires et le pourcentage de la surface chromatographique totale
confirment la présence et I'identité du composé obtenu en tant qu'alcool éthylique (C,HsOH).
Ce composé présente une pureté d'environ 96,39 %, Iégérement supérieure au contenu mesuré
selon Tadmourt et al. (Tadmourt; 2020).
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3. 2. Analyse par spectroscopie infrarouge (IR)

Afin de vérifier la pureté du bioéthanol obtenu, Il'analyse du spectre infrarouge du
bioéthanol produit (figure 32) permet de mettre en évidence les vibrations moléculaires
spécifiques associées aux différentes liaisons chimiques présentes dans I'échantillon. Nous
notons la présence d'une onde a 3367 cm™ représentant le groupe fonctionnel hydroxyle (OH),
caractéristique des alcools. De plus, nous observons une onde & 1045 cm™ résultant de
I'étirement de la liaison C-O de l'alcool (Tadmourt et al., 2020), confirmant ainsi cette

présence et sa nature (Boulal et al., 2010).
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Figure 32. Spectre IR du I'éthanol Absolu et du bioéthano

Les résultats montrent que la fermentation alcoolique de ces résidus a entrainé une
diminution de la teneur en sucres a mesure que la teneur e\ n alcool augmentait. La production
de bioéthanol a été réalisée, avec un rendement de 0,29 g/g de substrat. En complément de nos

résultats expérimentaux avec d'autres types de substrats.

Patle et al. (Patle; 2007) ont obtenu 14 g/L d'éthanol en utilisant des déchets de tomates et
une co-culture de Z. mobilis et Candida tropicalis, tandis que Kasavi et al. (Kasavi, 2012) ont
atteint 0,16-0,27 g/L en fermentant des pelures de tomates. Cela démontre I'efficacité du
prétraitement par vapeur sous pression, car les matiéres premieres ne peuvent pas étre
efficacement saccharifiées par des enzymes pour atteindre des rendements substantiels sans un
prétraitement préalable.
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Cela est principalement dd a la lignine contenue dans les parois cellulaires des plantes qui
crée une barriére contre la dégradation enzymatique, ainsi qu'au processus d'élimination des
composés inhibiteurs dans la fermentation alcoolique utilisant I'hydroxyde de calcium
(Ca(OH),), Saccharomyces cerevisiae étant la levure la plus préférée en raison de ses

avantages en matiere de production et de son meilleur potentiel (Wang et al., 2006).
1. Effet du type d’hydrolyse

Aprés la phase d’incubation des colonies fongiques ont poussées. Les aspects macroscopiques

des isolats sont représentés dans le tableau suivant:

L'identification morphologique est encore largement utilisée, méme si les caractéristiques
observées ne peuvent étre utilisées pour identifier précisément les espéces au niveau de
I'espéce, mais suffisamment pour donner des indications ou des indices de sections ou de
complexe d'especes. En général, l'identification de [I'Aspergillus sp. est basée sur les
caractéristiques morphologiques de la colonie et des examens microscopiques Botton (1990).
Les resultats indiquent un taux de contamination qui nous a permet de trouvé les genres de

Aspergillus sp, Penicillium sp, Rhisopus sp, Alternaria, et Aspergilus niger.

Tableau 6. Aspects macroscopique et microscopique de quelques souches isolées

Les moisissures x100 Aspects microscopique

Aspergillus niger: Colonies noires granuleuses a poudreuses
avec revers incolore a jaunatre. Conidiophores lisses
terminés par une vésicule globuleuse portant des phialides

bisériées. Conidies globuleuses noires et rugueuses produites

en chaines caractéristiques.

(Originale)
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Rhizopus: Colonies cotonneuses a croissance rapide,
évoluant du blanc au gris-noir avec odeur caractéristique.
Structure  différenciée  en  stolons, rhizoides et
sporangiophores. Sporanges globuleux avec columelle et

sporangiospores ovoides.

Penicillium  sp: Colonies  veloutées a  poudreuses,
typiquement vertes a bleu-vert, a croissance rapide. Appareil
conidien en forme de pinceau composé de conidiophores
ramifiés avec phialides. Conidies sphériques a ovales en

chafines.

Alternaria: Hyphes septés ramifiés brunétres.
Conidiophores septés bruns, simples ou ramifiés. Conidies
pluricellulaires en forme de poire avec bec allongé,
présentant des cloisons multidirectionnelles. Colonies

duveteuses a laineuses gris a noir.

(Originale)

4.1. ldentification de la concentration optimale en spores

L'utilisation de trois concentrations différentes d' Aspergillus pour I'nydrolyse enzymatique
a montré une corrélation significative entre la concentration du champignon et le rendement en
éthanol lors de la fermentation. Accordé par Laopaiboon et al. (2007); une concentration
optimale (10° spores/mL) a permis d'atteindre un degré alcoolique de 49.5%, tandis que les
(10° spores/mL et 10* spores/mL ) ont donnés ( 48.1%, 47.6%) respectivement.
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Tableau 7: Effet de la concentration des spores

Hydrolyse enzymatique . ] ]

_ Densité degré alcoolique
concentration du spores

10° 0.9931 49.5

10°* 0.9948 48.1

10° 0.9955 47.6

4.2. Comparaison des rendements selon le type d*hydrolyse

L'expérience compare les deux méthodes de prétraitement de résidus avant fermentation
alcoolique : une hydrolyse acide seule (H,SO,) et une hydrolyse acide combinée a une
hydrolyse enzymatique de la phase solide résiduelle. Aprés un traitement thermique initial et

I'élimination des inhibiteurs extractibles (Figure 33).
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Figure 33: Comparaison des rendements selon le type d'hydrolyse

Le premier substrat a donné un degré alcoolique de 26.7%, tandis que le second, aprés
hydrolyse acide et enzymatique combinée, a atteint un degre alcoolique de 49.46%. Cette
différence significative s'explique par [I'efficacitt de la combinaison hydrolyse

acide/enzymatique.

L'hydrolyse acide (H,SO,) initiale, bien qu'elle libere une partie des sucres

fermentescibles, est non spécifique et geénére des composés inhibiteurs (furfural, HMF)
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(Wright et al., 1988), et des produits de dégradation des sucres. Elle laisse egalement une

fraction importante de la matiere organique non hydrolysée dans la phase solide.

L'étape d'hydrolyse enzymatique ultérieure cible spécifiquement les polysaccharides
restants (cellulose et hémicellulose) dans cette phase solide, libérant ainsi des sucres
supplémentaires qui seraient autrement inaccessibles aux levures. Cette approche sélective
minimise la formation de composés inhibiteurs (Palmqvist et al., 2000) et maximise la
libération de sucres fermentescibles. Dans ce teste nous avons constaté que l'approche

combinée optimise la conversion des polysaccharides en sucres simples.

5. Effet de la nature du substrat

Les résultats obtenues au cours et apres de la fermentation pour les 3 types de résidus
(résidus bruts extraits, résidus sans grains extraits, résidus sans grains non extraits) reflete une

déférence significatif entre les 3 types de résidus pour les déférentes paramétres suivés.

5.1. Analyse de I'évolution du pH durant la fermentation (3 types de résidus)

En fermentation pour la production d’éthanol, la plage de pH optimale de S. cerevisiae est

de 4,0a5,0 (Lin et al.; 2012). Lorsque le pH est inférieur a 4,0, une période d’incubation plus

longue est nécessaire, mais conduisant a une baisse d’éthanol produit meme lorsque le pH est

supérieur a 5,0, la concentration d’éthanol diminue aussi (Staniszewski et al.; 2007).

La figure 34 de la variation du pH nous informe sur I’activité métabolique de la levure lors
de la conversion des sucres en alcool. La courbe d'évolution du pH révéle une baisse
progressive du pH du milieu de fermentation, elle était rapide durant les 1% 24 heures pour les
résidus sans grains extraits et les résidus sans grains non extraits, passant de 4,7 a 4,5 et 4.3
respectivement, alors que les résidus bruts présentent une faible diminution, apres 24 heures la
progression du pH devient plus en plus lente pour les résidus sans grains, a la fin de la
fermentation; le milieu réactionnel devient plus acide. D'apres Mohd Azhar et al. (2017); Cette
diminution est due a la consommation des substrats carbonés s’accompagne de la production
des métabolites acides, de la formation du CO2 et de I’éthanol par la Saccharomyces

cerevisiae.
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Figure 34. Evolution du pH pendant la fermentation
5.2. Suivi de la consommation de sucres (3 types de résidus)

L'analyse de la figure 35 de la consommation de sucre durant une fermentation de 72
heures, utilisant les trois substrats (les résidus sans grains extraits, les résidus sans grains non
extraits et les résidus bruts), révele une cinétique en deux phases. Une phase initiale rapide (0-
48 heures) témoigne d'une activité métabolique intense, selon Mohd Azhar et al.(2017); la
vitesse de consommation du sucre étant influencée par la concentration initiale de sucre, la

densité microbienne et la disponibilité d'autres nutriments.

Le ralentissement observé par la suite (48-72 heures) est attribuable a I'épuisement du
substrat, a I'accumulation de métabolites inhibiteurs (abaissant le pH et affectant les enzymes),

a des limitations nutritionnelles et/ou a un stress osmotique (Hahn-H;, et al. 1991).

La présence d'inhibiteurs ralentit significativement la consommation de sucre (Wright et
al., 1988), avec une diminution plus lente observée dans les résidus bruts et une diminution
intermédiaire dans les résidus sans grains non extraits, par rapport aux résidus sans grains

extraits qui montre une consommation optimale.
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Figure 35 : Evolution de la consommation de sucre
5.3. Mesure du titre alcoométrique du distillat (3 types de résidus)

L'analyse comparative de trois substrats de fermentation, différenciés par la présence
d’extractibles, révéele une corrélation directe entre le niveau d'inhibition et le rendement en
éthanol. Le substrat sans grains soumis a I’extraction, affiche le rendement le plus élevé
(42.15%) grace a une conversion efficace des sucres en éthanol. Cette efficacité est démontrée
par la production continue d'éthanol sur 72 heures, suggérant une disponibilité constante de
sucres fermentescibles (Mohd Azhar et al. 2017); due a I'nydrolyse de la cellulose contenant

dans les pelures et 1’utilisation du sucre simple contenant dans la pulpe (Figure 36,37).
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Figure 36: Densité de distillat de difféerents substrats
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Figure 37. Degré alcoolique de distillat de différents substrats

En revanche, les résidus sans grains non soumis a l’extraction présente un rendement
moyen (37.84%), caractérisé par une cinéetique initiale rapide suivie d'un ralentissement
significatif aprés 48 heures. Ce ralentissement est imputable a I'effet inhibiteur, combiné a une
hydrolyse incompléte de la cellulose. Enfin, le substrat brut affiche un rendement faible (36.61
%). Cette inhibition métabolique est due a la présence des traces des huiles contenant dans les
graines limitant la conversion des sucres fermentescibles (Hahn-H;, et al. 1991). Les
différences de rendement sont attribuables & une combinaison de facteurs incluant I'inhibition

directe de I'activité microbienne et I'accumulation potentielle de métabolites inhibiteurs.
5.4. Impact de type de traitement

Notre etude a aussi tenté d’évalue le rendement (en ml/g) et la masse de substrat (g/ml)
nécessaire pour produire 1 ml de bioéthanol a partir de résidus de tomate soumis a divers
procédés. Les traitements incluent 1’¢élimination des graines, I’extraction des composés

extractibles (lipides, pigments, etc.), ainsi que 1’hydrolyse chimique ou enzymatique (Figure
38,39).
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Figure 39. La masse de substrat (g) pour 1 ml de bioéthanol

Les résultats de la Figure 40-41; montrent que chaque étape de traitement améliore le
rendement en (ml/g) et réduit la masse de substrat nécessaire (g/ml) pour produire 1 ml de
bioéthanol. Les données des figures ultérieures présentent I'évolution du rendement en
bioéthanol (exprimé en mL d'éthanol produit par gramme de substrat traité) selon différents

protocoles de prétraitement et d'hydrolyse appliqués a des résidus de tomates.
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Le traitement de référence, utilisant une hydrolyse chimique sur résidus bruts, présente un
rendement de 0.27 mL/g. Les traitements ultérieurs montrent une amélioration progressive du
rendement, atteignant 0.49 mL/g pour le protocole combinant extraction et hydrolyse
enzymatique. Cette progression suggere que chaque étape de prétraitement contribue a
optimiser la disponibilité des substrats fermentescibles et/ou a réduire la présence de

composeés inhibiteurs (Hijosa et al, 2019).

Tableau 8. Amélioration du rendemet par type de Résidus

. Rendement | Amélioration . o ts s
Traitement (ml/g) (%) Facteurs expliquant ’amélioration
Reésidus bruts
(hydrolyse 0.27 - -
chimique)
Résidus sans Lo . .
: 0.38 Elimination des graines augmentant la
grains, non +40. % . . .
. proportion de glucides fermentescibles.
extraits
Résidus sans 0.42 N El!mlnatlon de; gralnes’et des. .
. . +56% lipides/pigments, améliorant I’accessibilité
grains, extraits : ;
des glucides fermentescibles.
Résidus extraits 0.49 Hydrolyse enzymatique plus spécifique et
(hydrolyse ' +81% efficace, avec moins de sous-produits
enzymatique) inhibiteurs.

L'analyse quantitative des résultats démontre une amélioration progressive du rendement en
bioéthanol, directement corrélée aux modifications apportées au substrat. Initialement,
I'élimination mécanique des graines permet une augmentation de 40,7% du rendement
(passant de 0,27 a 0,38 mL/g), révélant que ces composants représentaient une fraction
importante (28-32% de la masse seche) mais non fermentescible, principalement constituée de
lipides (35-40%) et protéines (25-30%). L'étape d'extraction supplémentaire des composes
hydrophobes apporte une amélioration complémentaire de 15,8 points (soit +55,6% au total
par rapport au témoin), avec un rendement atteignant 0,42 mL/g, ce qui s'explique par
I'élimination des inhibiteurs résiduels comme les polyphénols et la réduction des lipides de
6,5% a 1,2% (Galbe et Zacchi, 2007).

66




CHAPITRE V RESULTATS ET DISCUSSION

Enfin, I'hydrolyse enzymatique des résidus prétraités permet un gain supplémentaire de
25,9 points (soit +81,5% au total), portant le rendement final a 0,49 mL/g, soit 96,1% du
maximum théorique calculé (0,51 mL/g). Selon Hsu et al. (1980); Cette performance
s'explique par la spécificité des enzymes (cellulases et hémicellulases) qui convertissent 92-
95% des polysaccharides tout en générant 85% moins de furfural que I'nydrolyse chimique. La
progression systématique des rendements (52,9% a 96,1% du maximum théorique) confirme
I'intérét d'une approche intégrée combinant purification physique, extraction chimique et

conversion biologique pour optimiser la valorisation des résidus complexes.
5.4. 1. Impact de la séparation des graines

L'éliminaation des graines, structures riches en lipides (triacylglycérols) et protéines,
permet une mielleur disponibilité des polysaccharides pariétaux (cellulose, hémicelluloses)
dans le substrat (Wang et al.; 2011). Cette étape mécanique induit une augmentation de 40,7%
du rendement éthanolique, démontrant l'effet négatif des composants non glucidiques sur

I'efficacité de saccharification.
5.4. 2. Effet de I'extraction des composés hydrophobes

L'extraction par solvant organique élimine sélectivement les métabolites secondaires
lipophiles (caroténoides, tocophérols) et les cires cuticulaires (Mosier et al., 2005). Ces
composés, par leur nature amphiphile, peuvent former des complexes avec les enzymes
hydrolytiques ou les polysaccharides, réduisant leur biodisponibilité, indique Palmqvist et al.

(2000). Leur extraction permet une amélioration différentielle de 15,8% du rendement.

5.4. 3. Supériorité de I'hydrolyse enzymatique

Le systtme enzymatique (cellulases, p-glucosidases) présente une spécificité
stéréochimique accrue pour les liaisons (1—4) glucosidiques, limitant les réactions observées
lors de I'hydrolyse acide (déshydratation des oses en furfural) (Maarouf et al., 2020). Ce
mécanisme catalytique explique I'optimisation supplémentaire de 25,9% du rendement.
Cependant, I'écart entre le rendement théorique (~0.51 mL/g pour une conversion compléte du

glucose) et les valeurs expérimentales suggere la persistance de:

-Limitations de transfert de masse dans les matrices résiduelles.

-Inactivation partielle des enzymes par des inhibiteurs résiduels (Wright, 1988).
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-Perfes métaboliques lors de la fermentation (production de glycérol, biomasse microbienne).

5.4. 4. Limitations des résidus bruts

La matrice brute présente une hétérogénéité structurale marquée, ou les inclusions
lipidoprotéiques et les autres complexes créent des barrieres physico-chimiques a I'nydrolyse.
La présence de polyphénols oxydables peut également inhiber l'activité des biocatalyseurs,
justifiant le rendement suboptimal observé. Berlin et al. (2006) ont constaté que les cellulases,
les xylanases et la f-glucosidase présentaient une inhibition par la présence de lignine, la g-
glucosidase étant la moins affectée.

L'analyse démontre une corrélation positive entre le degré de purification du substrat et

I'efficacité de conversion en éthanol. La séquence optimale combine:

1. Un prétraitement mécanique (réduction de taille et séparation densimétrique).
2. Une extraction sélective (solvant apolaire)

3. Une hydrolyse enzymatique ciblee

Cette approche multi-étapes permet d'atteindre un rendement de 0,49 mL éthanol/g de
substrat, correspondant a 81,5% d'amélioration par rapport au traitement de référence. Ces
résultats soulignent l'importance critique des étapes de fractionnement préalable dans la

valorisation des résours complexes.

4. Une combinaison d’extraction des lipides (peuvent étre convertis en biodiesel (Lu et al
,2029)), d’¢élimination des graines et d’hydrolyse enzymatique est recommandée. L’intégration
de prétraitements mécanique et thermique pourraitent encore améliorer 1’accessibilité des
fibres (Sun et Cheng, 2002). Par ailleurs, la valorisation des co-produits (lipides en biodiesel,

tourteaux en alimentation animale) renforcerait la rentabilité.
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Conclusion generale et perspectives

Notre étude sur la production de bioéthanol de deuxiéme génération a partir de biomasse
issue des résidus de transformation des tomates et la caractérisation du produit obtenue ;
démontre la faisabilité de leur utilisation comme ressource durable pour la production
d'énergie. et mettent en lumiére lI'impact des différentes méthodes de prétraitement et des
conditions de fermentation sur I'efficacité de la production de bioéthanol. L'étude nous ont
permis de déduire qu’il est essentiel d'utiliser une charge de biomasse importante,

généralement entre 15 et 20 %.

Nous avons demontré que le prétraitement par vapeur sous pression améliore
considérablement la saccharification. Ce constat souligne I'importance du prétraitement pour
surmonter la résistance naturelle des parois cellulaires des plantes a la dégradation
enzymatique. L'étude révéle également que la concentration de spores d'Aspergillus (10°
spores/mL) a permis d'atteindre le rendement en éthanol le plus élevé (0.49ml/g), Cela suggére
qu'une concentration excessive d'Aspergillus peut inhiber la production d'éthanol,
probablement en raison de la compétition pour les nutriments ou de I'accumulation de produits

inhibiteurs.

De plus, I'étude compare deux méthodes de prétraitement : I'hydrolyse acide seule et une
combinaison d'hydrolyse acide et enzymatique. L'approche combinée, qui inclut une hydrolyse
acide initiale suivie d'une hydrolyse enzymatique de la phase solide résiduelle, a atteint un
rendement en éthanol plus élevé (0.49ml/g) par rapport a I'hydrolyse acide seule (0.27 ml/g).
Cette différence est attribuée a la capacité de la méthode combinée a cibler spécifiqguement les
polysaccharides résiduels, Minimiser la formation de composés inhibiteurs générés durant les
étapes de prétraitement faciliterait leur précipitation ultérieure par I'hydroxyde de calcium
(Ca(OH),) et maximisant la libération de sucres fermentescibles. L'étude examine également
I'impact des extraits sur I'efficacité de la fermentation, révélant que les substrats sans grains et
avec extraction des extraits ont atteint le rendement en éthanol le plus élevé (0.42 ml/g). En
revanche, les substrats avec grains non extraits et les substrats bruts ont montré des
rendements plus faibles (0.38 ml/g et 0.27 ml/g respectivement), probablement en raison des

effets inhibiteurs des huiles résiduelles et d'une hydrolyse incompléte de la cellulose.
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Perspectives

Cette étude propose des perspectives prometteuses pour optimiser la production de
bioéthanol a partir de résidus de tomates. Les voies d'amélioration concernent principalement
I'optimisation des procédés de fermentation, et améliorer I'hydrolyse enzymatique a traves
l'utilisation des enzymes produites par des souches locales perfermentes et I'ajustement des
parametres opératoires, potentiellement soutenue par I'ingénierie génétique. Le prétraitement
pourrait étre amélioré via des méthodes alternatives comme les ultrasons ou l'utilisation de
catalyseurs. La réduction des inhibiteurs (furfural, huiles) et la valorisation des co-produits
(biogaz, compost) représentent des axes complémentaires pour une économie circulaire. Enfin,
le passage a I'échelle industrielle, particulierement dans la région d'Adrar, et I'intégration dans
des bioraffineries multifonctionnelles constituent des étapes cruciales pour la faisabilité et la

durabilité du procédé
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1. INTRODUCTION

A major challenge currently facing the world,
particularly in the environmental field, lies in the
need to find methods and strategies to effectively
manage the waste resulting from the food
production chain, such as tomato processing
residues. This chain encompasses the stages of
production, processing, consumption, and waste
generation and contributes around 19-25% of
greenhouse gas emissions [1]. The lack of adequate
control over the decomposition processes of these
wastes has a significant impact on the ecosystem
[2], [3]. It is worth noting that processing industries
generate considerable quantities of waste, placing
those second only to domestic waste [4]. Algeria
produces a considerable quantity of tomatoes, with
the south-western region of Adrar alone
contributing around 59,546.15 metric tons. Of this
quantity, some 13,368.8 metric tons are destined
for the manufacture of tomato paste. This
processing activity generates a large quantity of
under-exploited waste, consisting of seeds, skins,
and pulp, and thus has a harmful impact on the
environment. This lignocellulosic biomass, which
is not in competition with human food, is an
excellent source of ingredients such as
polysaccharides [5], lycopene, B-carotene, phenolic
compounds, flavonoids, levulinic acid,
phytosterols, cutin [6], vegetable oil [7],
antimicrobial compounds, and natural pigments [8].
In the context of reducing the effects of climate
change, such as gas emissions and environmental
pollution, the energy transition and the search for
alternative, renewable, and sustainable energy
sources are crucial steps towards diversifying
resources and achieving a balance between human
needs and ecosystem protection. The first
bioethanol generation uses materials rich in sucrose
and starch, while the second generation is based on
lignocellulosic materials and the third on algal
biomass. [9], According to Saini et al. [10]; first-
generation feedstocks are insufficient to meet the
growing demand for energy. Using residual
feedstocks for ethanol will avoid mobilising more
arable land, contributing to food security [11].

Lignocellulosic biomass can be used as a bio-
resource for the development of new high-value-
added products such as biofuels [12], thanks to its
availability, abundance, and relatively low cost
[13]. This second-generation bioenergy can
compete with fuels derived from fossil resources
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and reduce energy bills [14]. Among approaches
exploring the potential of tomato by-products;
Using Saccharomyces cerevisiae yeast, Osei et al.
[15] produced bioethanol from rotten tomatoes
while varying incubation times and temperatures.
On the other hand, Aramrueang et al. [16]
fermented poor-quality fresh tomato fruit rejected
by growers. Meanwhile, Patle et al. [17] used two
different bacterial strains to ferment a hydrolysate
from tomato waste. Similarly, Kasavi et al. [18]
fermented untreated tomato peels using bacteria
and yeast. However, tomato pomace was subjected
to enzymatic hydrolysis by Lenucci et al. [19]. The
importance of eliminating bioconversion inhibitors
present in residue components or resulting from
pre-treatment processes has not been clearly
addressed in research into the recovery of this type
of tomato waste.

In this study, tomato industrial processing
residues were used as feedstock for the production
of second-generation bioethanol by alcoholic
fermentation. Processes required to convert sugars
from lignocellulosic biomass into bioethanol are
essentially pretreatment, hydrolysis, fermentation,
and distillation. To improve the efficiency of these
processes, we adopted other steps, which are the
extraction of inhibitory = compounds and
detoxification.

2. METHODOLOGIE
2. 1. Raw material preparation

From the concentrate production line at the
'Fouggara' plant in Reggane, southwest of Adrar-
Algeria, we retrieved a significant amount of
tomato processing residues (figure 1). These
residues were ground to increase specific surface
area and decrease cellulose's degree of
polymerization (DP) and crystallinity after being
dried in a well-ventilated area away from sunlight
[20]. They were then kept in an airtight container in
a dry location. Physico-chemical tests were carried
out on our cellulosic biomass to determine moisture
and ash content and to quantify cellulose and
hemicellulose content. A substrate with 97% dry
matter content was used for the experimental pre-
treatment work.
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were then oven-dried at 110 °C.
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Figure 2. Bioethanol production processes

2.2.1 Soxhlet extraction

Extraction recovers the tannins, oils, fats, resins,
and waxes that represent extractible (TAPPI
Standard T204 c¢cm-97, 1997). They are extracted
under heat using a reflux extraction set-up
consisting of a 300-mL flask into which 160 mL of
the extracting solvent is introduced and a Soxhlet
apparatus topped by a refrigerant. The residues
were distributed in filter paper cartridges and
introduced into the four station Soxhlet apparatus
(behrotest). The residues were left in the solvent for
2 hours at room temperature, and then the
temperature was raised to the minimum boiling
point of the solvent for 6 hours. A waiting period
before extraction was used to reduce thermal
contact. Rotating evaporation was used to recover
solvent. The extracted residue-containing cartridges

86

Figure 3 Experimental device for fermentation

a thermometer b Co, release ¢ Reaction medium
d Bain-marie e Sampling syringe f bioreactor

2.2 Thermal pre-treatment

The residues were pre-treated with pressurized
steam to separate their components, i.e., cellulose,
hemicellulose, and lignin, and eventually to remove
the lignin while reducing the crystallinity of the
cellulose. This process recovers almost all the
sugars and requires fewer chemicals and operating
conditions [21]. The substrate is pretreated under
steam pressure in flasks with a solids-to-solvent
ratio of 15% (w/v) in a 'Micro 8' type autoclave for
40 minutes at 134 °C. We chose to extend the
residence time and lower the temperature to avoid
the formation of inhibitors for subsequent
fermentation [22], Depressurization was carried out
every 5 minutes for 1 to 2 seconds.

2.3 Acid hydrolysis

The steam-pretreated residues were treated with
0.5% sulfuric acid for 50 minutes. Following the
pre-treatment stage, acid hydrolysis promotes the
recovery of hemicellulose [23] and the
depolymerization of the cellulose component into
glucose [24].The dilute acid hydrolysis process
consists of breaking osidic bonds and releasing
fermentable sugars [25].

2.4 Hydrolysate detoxification

The alkaline process, also known as overliming,
is a method used to reduce the presence of
inhibitory compounds in alcoholic fermentation.
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This method involves raising the pH of the
hydrolysate by adding calcium dihydroxide
(CaOH), until a precipitate forms [26]. This
precipitate is then removed by filtration.

2.5 Fermentation

Hydrolysate acidity was corrected with NaOH
solution to pH 4.7 using a pH meter ‘Ohaus
ST3100-F’. Inoculum was prepared by pre-
cultivating Saccharomyces cerevisiae dry yeast (1
g/l) [27], with a 12% (v/v) sucrose solution.
Continuous agitation was maintained for 90
minutes at a temperature of 30 £ 2 °C [28]. The
bioreactor (figure 3) was immersed in a water bath
where the temperature was maintained at 30 = 2 °C
[29], and fermentation was carried out
anaerobically for 72 hours [30]. Agitation was
provided by the movement of bubbles from the
CO2 released. During fermentation, samples were
taken every 24 hours to monitor the acidity of the
reaction medium and density, changes in the color
and odor of the medium, and the sugar content,
which was determined by Dubois methods [31].

2.6 Alcoholic
characterization

distillation and bioethanol

After fermentation, the tomato residues wine was
distilled to extract the ethanol using a conventional
assembly comprising a heating mantle, a cooling
column, and a recovery ampoule at a temperature
of 78 °C. This process purifies ethanol by
separating it from water and impurities [32].
Parameters for qualitative and quantitative
characterization of bioethanol after fermentation
include density measurement to assess the purity
and alcohol content of our distillate using a
pycnometer with a calibration curve plotted by
different concentrations of absolute ethanol;
flammability testing; IR spectroscopy using an
Agilent Technologies model: CARY660 FTIR' to
identify the specific functional groups present in
bioethanol and to identify any impurities or
contaminants; gas chromatography (GC) using a

'Clarus  500-650S10041402' to separate and
quantify the various components.
3. RESULTS AND DISCUSSION

The fraction of hemicellulose in tomato

processing residues is 14%, 27% cellulose and
3.4% lignin. Biopolymers such as hemicellulose
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and cellulose are valuable components for
bioethanol production. However, due to its

complexity and resistance to degradation, the
presence of lignin requires more advanced
degradation methods to maximize the use of these
residues in bioconversion.The residues were pre-
treated with pressurized steam to separate their
components, i.e., cellulose, hemicellulose, and
lignin, and eventually to remove the lignin while
reducing the crystallinity of the cellulose. This
process recovers almost all the sugars and requires
fewer chemicals and operating conditions [21],
Following the pre-treatment stage, acid hydrolysis
promotes the recovery of hemicellulose [23] and
the depolymerization of the cellulose component
into glucose [24], with dilute acid H2SO4 being
widely used. During alcoholic fermentation, the
fermentable sugars obtained are converted into
ethanol, when the sugar supply is almost entirely
converted to ethanol, fermentation is considered
complete [33].

3.1 pH evolution

Figure 4 of pH variation provides information on
the metabolic activity of yeast during the
conversion of sugars into alcohol. The pH curve
shows a gradual drop in the pH of the fermentation
medium, from 4.7 to 4.08 after 72 hours.

4.8
4.7
4.6
4.5
4.4
43
4.2
4.1

4 t(h)
0 24 48 72

-
=
(=9

Figure 4. pH evolution during fermentation

The determination of the pH is essential for
controlling the fermentative process, both before
and during fermentation. Its variation provides
information on the metabolic activity of the yeast,
the acidification of the medium is indicative of the
intensification of fermentation activity over time, is
due to the consumption of carbon and nitrogen
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substrates, accompanied by the production of acid
metabolites and the formation of CO2 and ethanol
by Saccharomyces cerevisiae [34]. This variation
gives information about the metabolic activity
because the lower pH facilitates the yeast's ability
to convert the sugar in the medium into ethanol.

3.2 Evolution of sugars

Examination of the data presented in Figure 5
reveals that as fermentation time progressively
increases, the total sugar concentration in the
fermentation medium decreases over the 72-hour
incubation period. Total sugar levels start at
around 0.008 g/L at the beginning of fermentation,
but decrease steadily to approximately 0.006 g/L at
the end of the 72-hour period.
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Figure. 5 Evolution of total sugars during fermentation

The decrease in total sugars over extended fermentation
time is an expected trend, as reported by Schugerl et al.
[35]. The decrease in sugar levels over time can be
attributed to Saccharomyces cerevisiae yeasts actively
consuming and utilizing available carbohydrates as the
fermentation process progresses, consistent with their
role as a carbon source for growth, metabolism
and bioethanol production during the 72

hour incubation [36].
3.3 Bioethanol distillation and characterization

Analysis of the distillate density and yield curve
(figure 6), measured at a 72-hour fermentation
interval reveals a significant decrease in density,
from 1.0661 to 1.042, reaching its maximum after
72 hours of fermentation. The ethanol produced in
this study is volatile, flammable, clear, and has a
characteristic pungent alcohol odor. 18.5 (v/v); is
the distillate’s volume fraction after the first

distillation.
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Figure 6 Evolution of ethanol production during
fermentation

Ethanol g/

The decrease in distillate density during
fermentation reflects a steady increase in ethanol
concentration over time according to Hadri et al.
[37], with the amount of ethanol extracted from
tomato residues due to the pre-treatment effect of
pressurized steam and the elimination of
compounds inhibiting alcoholic fermentation by
calcium dihydroxide (CaOH) [24].

3.4 Analysis using gas chromatography

After a second distillation of the ethanol
obtained, qualitative and quantitative analysis was
carried out using the chromatogram (CPG) (figure
7).
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Figure 7. CPG chromatogram spectrum of the
bioethanol obtained
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A comparison of the retention times of reference
ethanol (1.59) with those of bioethanol produced
from tomato lignocellulosic biomass processing
residues (1.66) shows that they are very close. The
close correspondence of retention times is a
significant key to the identification of specific
chemical compounds in chromatographic analysis.
In additional, the proportion of the total peak area
corresponding to this component further validates
its presence and relative abundance in the sample.

The similar retention times and the percentage of
total chromatographic area confirm the presence
and identity of the compound obtained as ethyl
alcohol (C2H50H). This compound has a purity of
approximately 96.39%, slightly higher than the
content measured according to Tadmourt et al.
[38].

3.5. Infrared IR spectroscopy analysis

In order to verify the purity of the bioethanol
obtained, analysis of the infrared spectrum of the
bioethanol produced (figure 8), enables us to
highlight the specific molecular vibrations
associated with the different chemical bonds
present in the sample. We note the presence of a
wave at 3367 cm-1 representing the hydroxyl (OH)
functional group characteristic of alcohols. In
addition, we observe the presence of a wave at
1045 cm-1 resulting from the stretching of the
alcohol's C-O bond [38], confirms this presence
and nature [32].

100 | Bioéthanol

Transmittance %

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600
Wavenumber

1400 1200

Figure 8. Infrared IR spectrum of the bioethanol obtained

The results showed that alcoholic fermentation of
these residues led to a decrease in sugar content as
the alcohol content increased. Bioethanol
production was achieved, with a yield of 0,29 g/g
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of substrate. In addition to our experimental results
with other types of substrate, Patle et al. [17] have
obtained 14 g/L of ethanol using tomato waste and
a co-culture of Z. mobilis and Candida tropicalis ,
while Kasavi et al. [18] achieved 0.16-0.27 g/L by
fermenting tomato peels. This shows the
effectiveness of pre-treatment by pressurized
steam, because Lignocellulosic feedstock cannot be
effectively saccharified by enzymes to achieve
substantial yields without a prior pretreatment,
primarily because the lignin contained within plant
cell walls creates a barrier against enzymatic
degradation, and the process of eliminating
inhibiting compounds in alcoholic fermentation
using calcium dihydroxide (Ca(OH)2), with the
yeast Saccharomyces cerevisiae being the most
preferred as it offers advantages in terms of
production and has the best potential [39]. The
valorization of tomato processing residues into
bioethanol appears to be a promising sector with
proven economic, environmental, health and
energy benefits, and its development deserves to be
supported.

4. CONCLUSIONS

In this work we have presented the main results
relating to the study of the bioconversion of tomato
processing residues without extractives, to produce
second-generation bioethanol. We monitored the
evolution of various fermentation parameters: pH,
density of the reaction medium, total sugar content,
alcoholic strength of the bioethanol produced, and
so on. The results show that the alcoholic
fermentation of these residues led to a decrease in
the total sugar content as the alcohol content
increased. The concentration of bioethanol obtained
by the fermentation process of tomato residues is
influenced by the effect of pre-treatment by steam
explosion and the process of elimination of
inhibiting compounds in alcoholic fermentation by
calcium dihydroxide (Ca(OH)2). The effective
extraction and removal of inhibitors generated
during the pre-treatment stages is essential for
creating a favorable environment and optimizing
the performance of fermentation processes using
micro-organisms. This study has enabled us to
diversify energy production resources by exploiting
the lignocellulosic biomass produced by the agri-
food industries.
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Résumé

La valorisation de la biomasse lignocellulosiques agricole tel que les déchets de tomate peut aider a résoudre
les problémes de gestion des déchets et I’exploitation des ressources naturelles. L'étude visait a optimiser les
conditions de la production de bioéthanol a partir de déchets tomates, des résidus de tomates ont été traités par
un procédé thermo-mécano-chimique et une hydrolyse acide a été réalisee. La fermentation a été effectuée en
utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae dans différents dilutions avec un temps d’incubation de 72 heures,
pH 4,7 et une température de 30 °C. Apreés distillation, La densité et le degré alcoolique de bioéthanol a la fin
de fermentation a été déterminée par l'utilisation d’une courbe d’étalonnage de 1’éthanol. Les résultats de
I'étude ont prouvé la faisabilité de la bioconversion des résidus de tomates en bioéthanol de 2°™ génération,
La production de bioéthanol augmente avec le temps d’incubation et atteint son maximum apres 72 heures, |l
est nécessaire d'utiliser une charge de biomasse importante (15 a 30%) afin de garantir un hydrolysat avec une
concentration initiale plus élevée en sucres simples fermentescibles pour ovoir un bioconversion en éthanol

rentable.

Mots clés : résidus de tomate, valorisation, fermentation, bioéthanol, hydrolyse chimique.
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Abstract

This study focuses on the valorization of by-products derived from the agri-food industry for the production of
second-generation bioethanol as an alternative to synthetic ethyl alcohol using tomato industrial transformation
residues. Various types of substrates were examined, including raw residues, residues after extraction, and grain-
free residues. This was achieved using thermo-mechano-chemical pretreatment processes. Fermentation was carried
out using Saccharomyces cerevisiae yeast, with an incubation time of 72 hours, at a temperature of 30°C and a pH
of 4.7. Fermentation monitoring shows a decrease in pH over time, while the alcohol content increases during the
72-hour period for all types of substrates. The results highlight the importance of certain residue components, which
can act as inhibitors of microbial activity during fermentation. When comparing the alcohol content of the distillate
after 72 hours, it is observed that the substrates subjected to extraction yield good results (12% v/v). This study
offers a twofold advantage by enabling the management of tomato industry waste while contributing to the

production of renewable energy.

Keywords: valorization, ethyl alcohol, by-products, fermentation.
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Production of biofuels (bioethanol) through the valorization of food processing by-
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L2Department of Agronomy, Faculty of Life and nature sciences, Ahmed Draia University, Adrar, Algeria

*correspondant: sali.Yahia@univ-adrar.edu.dz.

Abstract

The objective of this study is to obtain multi-purpose ethanol through the valorization of tomato waste in the
Adrar region using thermo-mechano-chemical pretreatment processes. Fermentation was conducted using
Saccharomyces cerevisiae yeast at different dilutions, with incubation times of 24, 48, and 72 hours, a
temperature of 30£2°C, and a pH of 4.5. The study's results have proven the feasibility of bioconverting
tomato waste into second-generation ethanol. After distillation, the density and alcohol content of the
bioethanol at the end of fermentation were determined. Ethanol production increases with incubation time and
reaches its maximum after 72 hours. The obtained bio-alcohol is a colorless liquid that can be used in the

energy sectors.

Keywords: bio-alcohol, Fermentation, Pretreatment, Chemical hydrolysis.
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Résumé :

L'objectif de cette étude est d'obtenir du bioéthanol de deuxiéme génération, en tant qu'alternative a l'alcool
éthylique synthétique a partir des résidus de transformation industrielle de la tomate, pour résoudre les
problemes de gestion de déchets dans la région d'Adrar. Cela est réalisé en utilisant des procédés de
prétraitement thermo-mécano-chimiques sur deux types de résidus (résidus bruts et résidus aprés extraction).
La fermentation a été effectuée en utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae, avec un temps d'incubation de
24, 48 et 72 heures, a une température de 30 °C et un pH de 4,7. Le suivi de la fermentation montre que le pH
diminue au fil du temps, tandis que le degré alcoolique augmente pendant les 72 heures pour les deux types de
substrats. Les résultats obtenus soulignent I'importance de I'extraction des résidus, qui contribue a réduire les
inhibiteurs de l'activité microbienne pendant la fermentation et a augmenter la production d'éthanol. En
comparant le degré alcoolique du distillat aprés 72 heures, nous avons constaté que les substrats soumis a une
extraction donnent de bons résultats.

Mot clés : Bioéthanol, résidus de tomate, fermentation, prétraitement, hydrolyse chimique.
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ANNEXE 1

ANNEXE

e gamme Préparation de dilution :

Numero de fiole Témoin 1 2 3 4
Solution étalon de glucose (1 g/l) 0Oml 2.5 ml 5ml 7.5 ml 10 ml
Eau permutée (ml) gsp 100ml | 100ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml
Concentration en glucose (mg/l) Omg/l | 25 mg/l | 50 mg/l | 75 mg/l | 100 mg/Il

Dosage :

o Prélever 1 ml de I'extrait filtré.

o Meélanger avec 1 ml de phénol a 5 % et 5 ml d'acide sulfurique concentré

(H2S04).

o Agiter rapidement, puis maintenir a 100°C pendant 5 minutes.

o Laisser a I'obscurité pendant 30 minutes.

o Mesurer la densité optique a 492 nm avec un spectrophotomeétre UV-VIS.

A partir des densités optiques de la courbe d'étalonnage, on peut déterminer la teneur en

sucres de I'échantillon a analyser.
DO=f(c) avec DO=gexc

€ : la pente,

C : la concentration de D+Glucose en pg/ml.
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ANNEXE
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Figure 32: Courbe d'étalonnage glucose
ANNEXE 2

Milieu de culture PDA

a. Composition

Le milieu de culture utilisé est PDA (Potato Dextrose Agar) ; sa composition est :

Pomme de terre : 200 g
Glucose : 20 g

Agar:20g

Eau distillée stérile 2000ml
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ANNEXE 3

ANNEXE

Présentation de résultats de différents parametres

-Evolution du pH du milieu fermentaire

Rsd brut Rsd S-grn Rsd S-grn Rsd non Ex Rsd Ex
non Ex Ex
0 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7
24 4.7 4.3 45 4.4 4.3
48 4.56 4.26 4.5 4.3 4.13
72 4.26 4.22 4.46 4.27 4.08
-Evolution de la dencité du milieu fermentaire
Rsd brut Rsd S-grn Rsd S-grn Rsd non Ex Rsd Ex
non Ex Ex
24 1.0244 1.02 1.0098 1.0591 1.054
48 1.0234 1.0088 1.0082 1.0579 1.046
72 1.0226 1.008 1.0026 1.0576 1.042
-Evolution de la concentration des sucres
Rsd brut Rsd SI—E%(m non Rsd S-grn Ex Rsd Ex
24 0.02059305 0.02005285 0.01633011 0.01675259
48 0.00993749 0.0083327 0.00893749 0.01688764
72 0.00892575 0.00823288 0.00357065 0.01318928
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ANNEXE

-Evolution du degré alcoolique

al C%eéﬂgue ml/g du substrat

24 2.00 0.060

Rsd non Ex 48 2.05 0.061

72 2.06 0.062

24 2.62 0.08

Rsd Ex 48 8.77 0.26

72 11.85 0.36

Hydrolyse 10° 49.46 0.49

enzymatique 10* 48.15 0.48
concentration du

spores 10° 47.62 0.48

degré alcoolique er?g;/dézlt}i/cjteje 49.46 0.49

24 36.62 0.37

Rsd S-grn Ex 48 37.85 0.38

72 42.15 0.42

24 28.77 0.29

Rsd S-grn non Ex 48 37.38 0.37

72 38 0.38

24 25.38 0.25

Rsd brut 48 26.15 0.26

72 26.77 0.27

-Degré alcoolique, concentrations des spores pour I'hydrolyse enzymatique

Hydrolyse
enzymatique distillat + distillat — dearé alcooliaue
concentration du pycno pycno g q
spores
10° 15.0425 4.9655 49.46
10* 15.051 4.974 48.15
103 15.0545 4.9775 47.6
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ANNEXE

-Degré alcoolique selon le type de I'hydrolyse

degré alcoolique

Hydrolyse chimique 26.76
Hydrolyse combiné 49.46
ANNEXE 4

-Courbe d'étalonnage d'alcool
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ANNEXE 5

Aspects macroscopiques des isolats.

ANNEXE

Recto

Verso

Caracteres

Colonies a croissance rapide et extensive :
Ces colonies présentent une texture
floconneuse ou flocco-épineuse, cotonneuse,
Initialement blanches, elles peuvent virer au
gris et foncer avec le temps en raison du

développement de pigments secondaires.

Face supérieure: Les colonies sont
tomentueuses a poudreuses, initialement
blanches, puis jaunes, et enfin vert-jaune.
Face inférieure : Incolore, rosée ou brun-
rouge foncé,

Croissance : Rapide, s'accomplissanten 2 a 3

jours.

Face supérieure : Les colonies évoluent de
blanches a jaunes, puis développent une
apparence granuleuse noire.

Face inférieure : Incolore a jaune pale,
indiquant une faible concentration en
pigments par rapport a la face supérieure.
Croissance : Rapide, se complétant en 2 a 3

jours.

Le colonie a croissance trés rapide, est
duveteuse poudreuse de couleur variable. Le
plus souvent verte parfois grise, jaune ou rose

Le revers est incolore ou foncé.
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ANNEXE

colonies de petite taille ont initialement une
couleur blanchatre et une texture glabre, se
transformant ensuite en un aspect floconneux
ou cotonneux. Le revers se colore souvent en

fonceé, indiquant une concentration plus

élevée en pigments dans cette région.

Les colonies blanchatres ou grises au début
deviennent plus foncées (vert foncé a noir),
présentant une homogénéité de coloration sur

les deux faces.

Ces colonies sont duveteuses ou cotonneuses,
présentant une palette de couleurs variable
incluant le blanc, la créeme, le jaune, le violet

ou le lilas, selon I'espece.

ANNEXE 6

Les étapes clés d’un protocole de production de concentrés

*Récolte et transport

La récolte des tomates se fait principalement a lI'aide de machines mécaniques qui sectionnent
la plante et trient les fruits selon leur maturité, minimisant ainsi les dommages lors du transport

vers l'usine.
* Lavage-Triage

Les tomates sont lavées a I'eau tiede et chlorée pour éliminer les contaminants, suivies d'un tri

manuel pour retirer les fruits altérés et les impuretés (Goose et al., 1973).
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ANNEXE

* Broyage et extraction de jus

Les tomates lavées sont broyées entre deux rouleaux pour extraire le jus, qui est ensuite

séparé des parties solides par un tamis rotatif (Goose et al., 1973).
* Préchauffage

Le préchauffage de la pulpe a des températures spécifiques facilite la séparation de la peau et
améliore les propriétés du jus, avec deux méthodes principales : le cold break et le hot break
(Bartholin et Kouaa, 1981).

* Tamisage et raffinage

Le tamisage permet d'obtenir un jus de tomate pur en éliminant les peaux et les graines, a
I'aide d'une raffineuse dotée de tamis a différentes perforations (Moresi et Liverotti, 1982).
* Concentration
La concentration du jus se fait par évaporation sous vide partielle, réduisant la quantité d'eau pour

prolonger la conservation et réduire les colts de stockage (Hayes et al., 1998).
* Pasteurisation

La pasteurisation, par un traitement thermique a plus de 85°C, assure la stabilité du concentré

de tomate en éliminant les microorganismes indésirables (Goose et al., 1973).
* Remplissage et emboitage

Le concentré est transféré dans des boites métalliques nettoyées par un jet d'eau chaude, qui
assure a la fois le lavage et la stérilisation du contenant.

* Sertissage

Le sertissage des boites est effectue automatiqguement pour garantir un scellement efficace,

empéchant toute contamination .
* Stérilisation

La stérilisation par chaleur est cruciale pour inhiber les enzymes et tuer les microorganismes,

ajustant la durée et la température selon le type de conserve (Vierling, 1998).

106



ANNEXE

* Refroidissement

Les boites de pate de tomate doivent étre rapidement refroidies pour préserver leur saveur et
leur couleur, soit par circulation d'air, soit par immersion dans de I'eau chlorée (Gould et al.,
1992).

* Conditionnement et emballage

Apreés refroidissement, les boites sont conditionnées dans des cartons plastifiés pour faciliter

leur transport et stockage (ZIR1 et al., 2011).
* Stockage

Les produits finis doivent étre stockés dans un endroit frais et a 1’abri de la lumiére, avec une

période d’observation de 15 jours pour garantir leur conservation.
* Les vérifications finales

Des contréles qualité sont effectués pour garantir la sécurité et la stabilité bactériologique des

produits avant leur distribution (Kangni Kidja, 1991).
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