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Introduction

Actuellement les possibilités de valorisation énergétique de la biomasse par les procédés
biotechnologiques représentent une solution de choix par 1’utilisation des produits agricoles de
faible valeur commerciale. Les activités agricoles et agro-industrielles générent de grandes
quantités de déchets, qui constituent une charge importante pour l'environnement et un
gaspillage de matiere organique utile (Boulal ez al., 2010).

De nombreuses études ont montré que ces déchets, riches en matieére organique, sont
un produit valorisable et fournissent de nouvelles matiéres premicres pour de nombreuses
industries. De plus, leur valorisation par des procédés biotechnologiques contribue a
I'élimination de la pollution environnementale, la production de substances a haute valeur
ajoutée, et contribue au développement de l'industrie et de l'agriculture du pays, parmi la
valorisation de ces déchets est la production de bioéthanol.

La palmeraie algérienne est un ¢élément essentiel de 1'écosystéme oasien, et sa
production génére chaque année une quantité considérable de déchets. Selon les données du
Ministere de 1'Agriculture, la production nationale en 1998 s'élevait a 387 313 tonnes, dont 30
a 50 % ¢étaient constituées de déchets et de dattes de faible valeur marchande. Cela représente
environ 120 000 tonnes de mati¢res qui pourraient étre utilisées de maniére valorisée. (Kaidi et
Touzi, 2001). Il est important de noter que le nombre précis d'unités de production de bioéthanol
dans le monde peut varier en fonction de I'évolution de l'industrie. Il existe plusieurs unités dans
le monde. En Algérie il n'y a qu'une seule unité de production de bioéthanol a partir des dattes,
située a Biskra.

Le bioéthanol présente une large gamme d'applications il peut étre utilis¢é comme
carburant, dans les industries chimiques, des produits pharmaceutiques, désinfectants et
antiseptique et cosmétiques. Les déchets les plus appliqués dans la production de bioéthanol
sont la canne a sucre, de la betterave a sucre, de la mélasse et des fruits, mais, pommes de terre
etc (Liu et Shen, 2008). Le bioéthanol présente une large gamme d'applications il peut étre
utilisé comme carburant, dans industrie chimique, des produits pharmaceutiques, désinfectants
et antiseptique et cosmétiques. Les résultats obtenus ont démontré la faisabilité du procéd¢ aussi
bien sur le plan industriel qu’au laboratoire en considérant les conditions climatiques, la
disponibilit¢ de la matiere premicre, la disponibilit¢ des appareils, les exigences

technologiques. (Kaidi et Touzi, 2001).



Introduction

L’objectif de notre travail est la production de bioéthanol a partir de différents déchets
agricoles de faible valeur commerciale, par un processus de fermentation alcoolique a 32C°
pendant 9 jours utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae. Dans cette étude, nous formulons
I'hypotheése que le facteur d'agitation a un effet significatif sur le rendement de bioéthanol
obtenu, que celle sans agitation, en supposant une autre hypothése que la quantité¢ de 10 g de
levure Saccharomyces cerevisiae donne un meilleur rendement que 2 et 5 g de levure et aussi
pour le paramétre du pH nous avons testé 2 valeurs , une de 4,9 et I’autre de 6,5 , nous avons
supposé que 6,5 est le meilleur pH pour voir I’activité métabolique de la levure et par rapport
au matiére premiere betterave ,orange ,datte et pomme, nous cherchons a connaitre quelle est
la meilleur matiére premiére utilisé pour la production de bioéthanol.

De ce fait, notre travail est structuré en deux parties subdivisé¢ en chapitres : La
premicére partie, est réservée a une synthese bibliographique sur des généralités sur I'é¢thanol et
la production d'éthanol par la fermentation alcoolique.

Alors que, la deuxiéme partie, représente la méthodologie de travail choisie, tenant
compte le procédé de production de I’éthanol, les analyses physico-chimiques telles que le
dosage de sucre réducteur, le pH, l'indice de réfraction, 1'atténuation, spectroscopie infrarouge
et spectrophotométrie UV-Visible, des analyses microbiologique pour tester la sensibilité¢ des
souches bactérienne vis-a-vis les produits finals de chaque déchets testé, ainsi que des tests
d'identification des produits par I’inflammabilité. Et par la suite la présentation et 1'analyse des
résultats obtenus et leurs interprétations. Il est structuré en trois points : des résultats relatifs
aux parametres physicochimiques de la cinétique et de produit finale, des résultats
microbiologiques ainsi que des résultats de 1’identification de produit final. Enfin, une
conclusion générale a pour objectif de synthétiser les résultats clés obtenus au cours de cette

¢tude et d'identifier de nouvelles perspectives de développement.
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Syntheése bibliographique



Chapitre 01 :

Géneralite sur I’éthanol



Chapitre 1 Généralité sur I’éthanol

1.1 Ethanol

L'éthanol, également appelé 1’alcool éthylique, est un composant chimique formé de
carbone, d’hydrogéne et d’oxygene (CoHsOH) (figurel), et un liquide limpide, incolore et
volatil a odeur agréable, produit par fermentation des sucres contenus dans (la betterave
sucriere, canne a sucre), des amidons (mais, orge, blé...) ou de cellulose (résidus agricoles tels
que la paille, résidus forestiers...) sous 1’action des microorganismes. L’éthanol est utilisé a
plusieurs fins telles que carburant pour alimenter les moteurs, désinfectant, solvant et
conservateur et comme ingrédient principal dans la préparation des boissons alcoolisées

(Onyekwelu, 2019).
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Figure 1. Structure chimique de la molécule d'éthanol (Chibane et Ghoubal, 2020).

1.1.1 Propriétés physico-chimiques de 1’éthanol

L’éthanol est un composé chimiquement stable. Il posseéde toutes les propriétés qui
caractérisent les alcools notamment une réaction d’oxydation lorsqu’il est maintenu a I’air libre
pour former de I’acide acétique. Par contre dans des conditions d’oxydation extréme, il se
transforme en dioxyde de carbone (CO2) et en eau (H20) (Randriamahefa ef al., 2021). Les
principales propriétés physico chimiques de 1’éthanol sont définies dans le tableau 1.

Tableau 1. Propriétés physiques et chimiques de I'éthanol (INRS).

Paramétres Propriétés physique et chimiques
Formule C:HsOH
Apparence Liquide incolore, volatile, odeur piquant
Masse molaire 46.0684 g/mol
Masse volumique 0.789 g cm’!
T° fusion -114 °C
T® ébullitions 78 °C
T d’auto inflammation 363 °C
Point d’éclair 13 °C pure
Pression de vapeur 20 °C: 5.8 kPas
Viscosité dynamique 1.20*107 Pas a 20°C
Capacité calorifique a pression constant Cp 111 JK 'mol’!
Pouvoir calorifique supérieur PCS 1366.8 1 K'! mol!
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1.1.2 Classification de I’éthanol

Différentes qualités d'éthanol sont disponibles selon son utilisation.

* Alcool dénaturé : est généralement de I'éthanol avec un dénaturant ajouté (méthanol,
diéthylphtaléne, thiophéne, 1'éther diéthylique ou des condensats de gaz naturel...) pour rendre
le mélange inadéquat a la consommation alimentaire. Il sert a I'entretien ménager, au nettoyage
et la désinfection....(Duchemin, 1907).

* Alcool a briiler : est un mélange d'éthanol et de méthanol. Il est hautement toxique en
raison de la présence de méthanol (généralement 5 a 10 % en volume), utilisé pour nettoyer les
surfaces en verre et en plastique, remplissage de réchauds a alcool, de lampes a alcool, de
brileurs a fondue ou de cheminées a I'éthanol... (Mould et al., 2000).

* Alcool rectifié : est un distillat titrant de 70 a 96 % volume d'éthanol par la distillation
fractionnée. Il est utilisé pour la fabrication de liqueurs ou de vodka, mais aussi dans la
préparation de médicaments, de solutions antiseptiques ou désinfectantes et comme solvant
dans divers processus chimiques (Sorel, 1894).

*Alcool absolu (déshydraté) : est un type d'alcool éthylique qui est extrémement pur
contenant au maximum 1 % d'eau. Il est utilis¢ comme solvant dans les laboratoires et

l'industrie, ainsi que comme carburant (Locquin, 1942).
1.1.3 Utilisations d’éthanol

L’¢éthanol est un composé utilisé dans de nombreux domaines, allant de la production
alimentaire a la biotechnologie et a la production d'énergie.

e Matiere premiere utilisée pour la préparation de nombreux composés : acide acétique,
acrylate d’éthyle, acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthylamine, éthyléne... (Schwob,
1978).

e Solvant utilis¢é dans DI’industrie des peintures, vernis, encres, maticres plastiques,
adhésifs, explosifs, parfums, cosmétiques, I’industrie pharmaceutique.... (INRS).

e Biocarburant employé dans les moteurs a combustion interne, peut étre utilisé seul ou
mélangé avec de I’essence (Razmovski et Vucurovi¢, 2012).

e Composant principal des boissons alcoolisées telles que le vin et la biere...(Varela et
Varela, 2019).

e Antiseptique efficace contre la plupart des bactéries, champignons et de nombreux

virus, utilisé dans les solutions hydroalcooliques (Blech ef al., 1985).



Chapitre 1 Généralité sur I’éthanol

1.1.4 Avantages de la production d’éthanol
1.1.4.1 Avantages environnementaux

La production et la consommation d’éthanol réduisent les émissions de gaz a effet de
serre, contribuent a prévenir la déforestation et réduisent la pollution de 1’environnement
(ONUDI) par la réutilisation des sous-produits du procédé de production d’éthanol comme

aliment de bétail, et les résidus de la distillation comme engrais pour la terre (Armentano, 2007).
1.1.4.2 Avantages économiques

La mise en place et I’intégration de I’industrie de 1’éthanol mobilise des investissements
dans le secteur agricole, réduisent la dépendance a 1’égard des importations de combustibles

fossiles et favorisent le développement industriel (ONUDI).
1.1.4.3 Avantages sociaux

L’adoption d’une fili¢re de I’éthanol permet de créer des emplois, de stimuler les revenus
ruraux et I’acces a 1’énergie, et a des effets positifs sur la santé lorsque 1’éthanol est utilisé

comme combustible de cuisson propre (ONUDI).
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Chapitre 2

La production d’éthanol par la fermentation alcoolique

La fermentation a été utilisée par les humains depuis des milliers d'années pour produire

une variété de produits alimentaires et boissons, Plus récemment, elle a également trouvé des

applications dans la production d'énergie renouvelable, de produits chimiques et de

médicaments. La production d’éthanol passe par une fermentation anaérobique des sucres

suivie d’une distillation. Les procédés de fabrication différent selon le type de biomasse.

2.1 Fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique consiste a transformer les sucres fermentescibles en

anaérobiose par l'action des micro-organismes, principalement des levures en alcool et gaz

carbonique avec dégagement de calories selon la réaction suivante (équationl) ( Kaidi et Touzi,

2001).

Sucres + Levures === Ethanol + CO; + Energie Eq: 01

2.1.1 Paramétres influen¢ant la fermentation alcoolique

Plusieurs paramétres affectent la production de bioéthanol sont défini dans le tableau 2.

Tableau 2. Paramétres influengant la fermentation alcoolique.

Parameétre

Discussion

Ethanol

Le premier facteur limitant de la fermentation éthanolique par son action potentielle
sur la croissance et la capacité fermentaire du micro-organisme (Ballerini, 2011).

Concentration
en sucres

La concentration initiale en sucre est également considérée comme un facteur
important dans la production d’éthanol. Le rendement maximal de production
d’éthanol est atteint lors de 1’utilisation de sucres a la concentration de 150 g/l
(Maarouf, 2020).

Température

L'influence de la température, tant sur la viabilité et la croissance des

micro-organismes que sur sa productivité en éthanol, est d'autant plus importante
que les teneurs en alcool dans le milieu de fermentation sont élevées (Ballerini,
2011).

Oxygéne

L'oxygene favorise le développement et la résistance des micro-organismes a
I'éthanol et augmente le rendement de conversion des sucres en éthanol (Ballerini,
2011).

pH

L’acidité élevée du milieu peut induire des fermentations lentes ou bloquées, mais
un pH ¢élevé peut aussi causer des effets plus graves a la fermentation (Lin et al.,
2012).

Eléments
minéraux

Les besoins des micro-organismes en ¢léments minéraux nécessaires a leur
croissance, a leur maintenance et leur renouvellement, concernent en premier
I'azote apporté sous forme d'azote ammoniacal ou d'acides aminés, suivi par le
phosphore, le potassium et le magnésium (Ballerini, 2011).

Agitation

La vitesse d’agitation, augmente la consommation de sucre et réduit 1’inhibition de
I’éthanol. Plus la vitesse d’agitation est élevée, plus la quantité d’éthanol produite
(Mohd Azhara et al., 2017).
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2.1.2. Matiéres premieres utilisés

Les matieres premiéres utilisé pour la production d’éthanol se répartissent en trois grandes

catégories (Ballerini, 2011).
2.1.2.1 Plantes sucriéres

Les plantes sucricres telles que la betterave, la canne a sucre et le sorgho sucrier (sweet

sorghum) qui renferment des sucres directement fermentescibles en éthanol.
2.1.2.2 Plantes céréalieres

Les plantes céréaliéres telles que le mais, le blé, 1’orge et les tubercules comme la pomme
de terre et le manioc, dans lesquels les sucres sont présents sous forme d’un polymere et amidon

qui doit étre hydrolysé en monomeres sucrés avant d’étre transformé en éthanol.
2.1.2.3 Plantes lignocellulosique

Les plantes lignocellulosique telles que les résidus agricoles, dont les pailles de céréales,
ou des résidus forestiers. Ils doivent étre hydrolysés en monomeres avant d’étre fermentés en

éthanol.
2.1.3 Microorganismes utilisés

Nombreuses especes microbiennes capable de fermenter les sucres en éthanol telle que
les levures, les bactéries et les champignons. Cependant, peu sont réellement compétitifs en
termes de rendement en éthanol par rapport au substrat consommeé, de capacité fermentaire, de

tolérance a I’éthanol ¢élevée et d’adaptation aux conditions de fermentation (Chniti, 2015).
2.1.3.1 Levures

Les microorganismes les mieux adaptés a la production d’éthanol a partir les sucres
fermentescibles sont les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces et pichia (Mohd

azhar et al., 2017).
2.1.3.2 Bactéries

Les bactéries capables de réaliser la fermentation alcoolique sont peu nombreuses. Les

plus utilisé sont Zymomonas mobilis, Escherichia coli et Klebsiella oxytoca (Dien et al., 2003).
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2.1.3.3 Champignons

Selon Maehara et al. (2013) et Chen et al. (2022), les champignons sont capables de
produire 1’éthanol avec un grand rendement comme la souche Flammulina velutipes et

Lentinula edodes.
2.2 Procédé de fermentation

Avant 1’étape de fermentation, le substrat est d’abord préparé (pressage, broyage,
hydrolyse chimique ou enzymatique) afin d’en faire ressortir le jus qui pourra étre fermenté par
les microorganismes. Des fermentations rapides avec des titres et des rendements €levés en
¢thanol sont recherchées pour minimiser les colits d’exploitation et I’énergie nécessaire a la

distillation telle que le systéme batch, Fed-batch et continu (Cot, 2006).
2.2.1 Fermentation type batch

C'est le plus simple des procédés utilisés en termes de mise en ceuvre et d'investissement.
Tout d'abord, le substrat et la levure sont ajoutés dans le réacteur de fermentation, généralement
de 36 a 48 heures. Les performances dépendent évidemment des conditions de culture et des
substrats utilisés. Les rendements de conversion sont de 1’ordre de 90 a 95% du rendement

théorique pour une concentration finale en éthanol de 10 a 16 % (v/v) (environ 80 a 125 g.I'!).
2.2.2 Fermentation type Fed-batch

Le fed-batch est un dérivé du batch, dans lequel le substrat est ajouté au fur et a mesure
de la fermentation, afin d’éviter les inhibitions par les substrats. La production d’éthanol se
déroule en deux phases : une phase de croissance cellulaire et de production d’éthanol et une
phase de production sans croissance. Les concentrations finales en éthanol peuvent atteindre

19% (v/v) en 48h pour Saccharomyces cerevisiae.
2.2.3 Fermentation type continu

Le réacteur en mode continu est un systéme ouvert, dans lequel le milieu de culture est
continiment additionné et le milieu de fermentation qui contient les métabolites produits, est
continiment extrait, avec un volume réactionnel constant. La fermentation en mode continu
peut combiner une cuve et un systeéme de recyclage cellulaire dans ce cas une fraction de la
biomasse cellulaire est recyclée dans la cuve. La fermentation en mode continu permet
I’obtention de productivités élevées, facilite le controle du procédé et la maitrise des

rendements.
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2.3 Levures

Les levures sont des eucaryotes unicellulaires, ayant une forme sphérique ou ovale. Elles
appartiennent au régne des champignons et leur taille cellulaire varie de quelques microns

jusqu’a 25 a 30 microns (Laour, 2020).
2.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est le microorganisme le plus largement utilis¢ dans les
procédés microbiologiques traditionnels et industriels, ainsi que dans la fabrication de divers
produits tels que le pain, le vin, la biere, les solvants et les produits chimiques a base de plastique
(Laour, 2020). I1 est particulierement adapté a la production d'éthanol en raison de plusieurs
avantages, notamment sa tolérance a des concentrations €levées d'éthanol allant jusqu'a 10-12%
en volume, sa résistance aux niveaux ¢levés de sucre et aux pressions osmotiques importantes,
sa stabilité a 1'échelle industrielle, et sa capacité a se développer et a fermenter les sucres a des
pH acides (3-4) (Ballerini, 2011).

Saccharomyces cerevisiae est auxotrophe pour certaines molécules qui lui sont
nécessaires en faible quantité, telles que 1'eau, le carbone, 1'azote, le phosphore, le soufre,
certains acides aminés, les vitamines et les oligo-¢léments, qui sont indispensables a sa

croissance (Jacques et al., 2003).
2.3.2 Métabolisme de la levure

La physiologie de la levure est caractérisée par son comportement métabolique. Les
conditions environnementales et la nature de la source carbonée orientent le métabolisme de la

levure qui peut étre: soit oxydatif, soit oxydo-réductif soit fermentaire (Dashko et al., 2014).
2.3.2.1 Métabolisme fermentaire de Saccharomyces cerevisiae

Dans les conditions anaérobies, S. cerevisiae présente un métabolisme fermentaire,
permet la conversion du glucose en éthanol et en dioxyde de carbone. Premiérement le glucose
est dégradé en deux molécules de pyruvate, deux molécules d’ ATP et deux molécules de NADH
par la glycolyse, qui est la voie commune a tous les modes de fermentation (équation 2). A ce
niveau le pyruvate décarboxylase décarboxyle le pyruvate en acétaldéhyde ce qui entraine la
libération de dioxyde de carbone CO», puis utilise le NADH et le H+ comme coenzymes pour
catalyser la réduction de 1’acétaldéhyde en éthanol par ’alcool déshydrogénase (équation 3).
Le NADH doit étre réoxydé en NAD+ pour permettre au métabolisme cellulaire de se

poursuivre (équation 2) (Walker & Walker, 2018).
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2 ATP
P 4
Glucose Glycolyse 2 Pyruvate
2NAD+ 2NADH + H" \ A 2C0:
Pyruvate Acétaldéhyde F NAD" Ethanol
CH3COCOO0H  mmy CH3CHO + CO» » CH3CHOH Eq 03
Pyruvate décarboxylase Alcool déshydrogénase

2.4 Extraction de I’éthanol

Les diverses méthodes de production d’éthanol produisent des mélanges eau-éthanol.
Pour étre utilisé dans I’industrie ou comme carburant, 1’éthanol doit étre extraire par déférentes
techniques parmi lesquelles la distillation azéotropique, 1’adsorption, la distillation extractive

et les procédés membranaire (Saini et al., 2020).
2.4.1 Distillation

La distillation est la méthode la plus courante et la plus reconnue de purification
industrielle de I’éthanol. Il utilise les différences de volatilités des composants dans un mélange.
Le principe de base est que par chauffage d’un mélange, les composants a faible point
d’ébullition sont concentrés dans la phase vapeur. Par en condensant cette vapeur, on obtient

des composés moins volatils plus concentrés en phase liquide (Shinnosuke onuki et al., 2008).
2.5 Diagramme de la production d’éthanol

D’apres Ravoninjatovo et al. (2021), la figure 2 (diagramme) ci-dessous, met en évidence

les différentes étapes de fabrication de 1’éthanol.
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Figure 2. Diagramme de la production d'éthanol.
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3.1 Matériel
3.1.1 Matériel biologique

Le matériel biologique utilis¢ pour la production de bioéthanol est la levure boulangére
Saccharomyces cerevisiae, qui a été acheté¢ dans un supermarche, les déchets agricoles : les
dattes, les oranges, la betterave et les pommes (représentées dans la figure 3) qui ont été
récupérés a partir d’un marché gros de légumes et de fruits de la région de Biskra a cause de
leur disponibilité en quantités importantes, leur richesse en sucres et leur faibles valeurs

marchandes.

D

Figure 3. Déchets agricoles (A orange), (B pomme), (C datte), (D betterave).

3.1.2 Matériel de laboratoire

Dans le présent travail, nous avons utilis¢ divers produits et appareils pour élaborer le

procédé de production du bioéthanol. Ces produits et appareils sont cités dans le tableau 3 et 4.

Tableau 3. Matériel et appareils utilisés pour 1’élaboration du procédé de production du

bioéthanol.
Appareils Marque
Spectrophotométre UV-VIS a balayage Agilent Cary 60
Spectrophotometre UV-VIS P SELECTA (2005)
Montage de distillation HEATING MANTLES MODEL 655
Evaporateur rotatif Heidolph
Agitateur magnétique Robax
Réfractomeétre Pi
Thermometre Gerber instrument
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pH metre OHAUS
Micro centrifugeuse Hettich
FTIR Agilent Technologies Cary 630 FTIR
Etuve Memmert
Balance ISOLAB

Tableau 4. Produits utilisés pour 1’¢laboration du procédé de production du bioéthanol.

Type de matériels Matériels

Milieu nutritionnel NaCl, KH2PO4, K2SO4, MgSO4, CaCl22H,0 (SIGMA-ALDRICH)

Réactifs chimique = NaOH, HCI, DNS, sodium-potassium acide tartrique, éthanol 96°
(SIGMA ALDRICH).

Autre produit Muller Hinton (HIMEDIA), L’eau distillée (Echo Water), I’eau

distillée stérile.

3.2 Méthodologie de travail
3.2.1 Procédé de production de bioéthanol

Dans cette étude, nous avons effectué des recherches bibliographiques approfondies ainsi
que des tests préliminaires en laboratoire. Ces étapes nous ont permis de déterminer les
parametres choisis en termes de la sélection des échantillons, la méthode de fermentation, la
préparation des échantillons, I'étalonnage du pH et la quantité de levure ajoutée. Dans 1’objectif

de déterminer la méthode de fermentation la plus efficace pour la production de bioéthanol.

Les échantillons utilisés dans cette étude ¢€taient des déchets de betterave, de pomme,

d'orange et de dattes, qui ont été récupérés a partir d'un marché de gros de légumes et de fruits.

Nous avons mené une expérience visant a évaluer 'effet de 1'agitation sur la fermentation
alcoolique en utilisant les dattes comme témoins positifs afin de déterminer la méthode de

fermentation choisie pour la production de bioéthanol.

Des tests d'optimisation de la fermentation ont été effectués en utilisant différentes
matieres premieres. Nous avons sélectionné des €chantillons qui avaient été précédemment
étudiés : la betterave et les dattes, ainsi que d'autres échantillons non étudiés : I'orange et la
pomme. De plus, nous avons réalisé des mélanges d'échantillons : les dattes avec l'orange,

l'orange avec son écorce et 1'écorce d'orange.
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Apres avoir effectué¢ des recherches bibliographiques, le pH le plus fréquemment étudié
est de 4,9 (Lin et al., 2012). Nous avons donc réalisé des tests de fermentation sur des
¢chantillons d'orange, de pomme et de betterave a ce pH. Pour optimiser la production d'éthanol,
nous avons augmenté la valeur du pH a 6,5 et effectué des tests sur les échantillons suivants :
orange, orange avec des dattes, orange avec son écorce et écorce d'orange.

Dans toutes les expériences, 10 g/l de levure ont été ajoutés a chaque échantillon.
Cependant, afin de maximiser la production de bioéthanol, nous avons également testé des
quantités réduites de levure (2 et 5 g/l) spécifiquement sur les échantillons d'orange et de

betterave.

De plus nous avons réalisé deux types de montage de bioréacteur a partir des bouteilles
en verre de 2,5 et 1,5 | et un erlynmayeur de 2 1. Le premier type de montage nous a permis de
prélever des échantillons afin de suivre le processus de fermentation, tandis que le deuxiéme
type de montage a été utilisé pour la production de bioéthanol.

Enfin, nous avons effectué des tests physico-chimiques afin de surveiller le processus de
fermentation et d'analyser la qualité du produit final.

Le diagramme présente dans la figure 4 résumé toutes les étapes du processus de

production de bioéthanol.
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L’eau de robinier / L’eau distillé ~ Couteau Mixeur ¢lectrique
Déf:hets Lavage Ringage Découpage —) Broyage
agricoles /) === —
Dilution
Calibrage | Lfas,sels G | Filtration | e | Extraction
de pH minéraux l 1
— KH>PO4 Pulpe 45 minutes a 60 C°
4,9,6,5 F—>MgSO04 l
— CaClL2H>0 Compresse
—Na Cl Evaporateur rotatif
K250, l
L’ajout de Fermentation Distillation Rectification
la levure l l l
e 2 g/l 1 l
— 5¢g1 9 jours a 32 C° Bioéthanol
— 10g/l

Figure 4. Diagramme de procédé de production de bioéthanol.
3.2.1.1 Montage des bioréacteurs

Les bioréacteurs utilisés dans notre expérience, viennent sous forme des bouteilles en
verre de capacité de 2.5 et 1,5 1 (figure 3), et un erlenmeyer Bicol pour suivre la fermentation
alcoolique. Pour préparer le montage nous avons suivi les étapes sous-dessous :

1. Nous avons stérilis¢ les bouteilles en les faisant bouillir pendant une heure pour assurer
leur propreté et éliminer les agents pathogenes potentiels.

2. Nous avons percé les bouchons des bouteilles et inséré un tube en plastique d'une
longueur suffisante dans chaque bouteille.

3. Nous avons assuré I'étanchéité entre le bouchon et le tube en utilisant du silicone.

4. Nous avons pris des flacons de 0,5 litre, percé leur bouchon et les remplis avec de 1'eau

du robinet.

5. Nous avons raccordé chaque flacon avec une bouteille en utilisant le tube en plastique.
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6. Nous avons assuré que le tube en plastique était immergé dans I'eau pendant le processus
de fermentation. Cela permettait de garantir un dégagement de gaz (formation de bulles)
et de confirmer qu'il n'y aurait pas de retour d'oxygene dans le systéme.

7. Pour les bioréacteurs de suivi de fermentation, nous avons percé une deuxiéme fois le

bouchon et inséré un tube de transfusion sanguine.

Figure 5. Montage des bioréacteurs de fermentation.

3.2.1.1 Traitement des déchets

Nous avons effectué plusieurs étapes pour préparer les motts de chaque déchet, en
incluant le lavage, le broyage et la dilution. En revanche que le traitement de chaque déchet est

en fonction de leur aspect.
A. Lavage des déchets

Cette étape permet de débarrasser toutes les impuretés. Nous avons lavé les déchets avec

de I'eau du robinet

et bien nettoyé¢ les régions contaminées, puis rincer avec de I'eau distillée.
B. Broyage et hydratation

Le broyage est effectué par un mixeur électrique en acier inoxydable rincer
préalablement par 1’eau distillé pour augmenter 1’extraction des sucres. Les traitements

effectuer pour chaque échantillon sont montrées ci-dessous :

Betterave : broyer la betterave en ajoutant 700 ml d’eau distillée stérile pour chaque

kilogramme de betterave.

Pommes : broyer la pomme en ajoutant 1250 ml d’eau distillée stérile pour chaque

kilogramme de pomme.
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Dattes : broyer les dattes en ajoutant 3000 ml d’eau distillé stérile pour chaque
kilogramme de datte.
Orange : presser les oranges puis les diluées en ajoutant 125 ml d’eau distillée stérile

dans pour chaque litre de jus.

Orange avec son écorce : broyer 1’écorce d’oranges et les diluer en ajoutant 2000 ml

d’eau distillé stérile et 1750 ml de jus d’orange pour chaque kilogramme d’écorce.

Ecorce d’orange : broyer 1’écorce d’oranges et les diluer en ajoutant 1125 ml d’eau

distill¢ stérile pour chaque kilogramme d’écorce.

Dattes avec ’orange : broyer 500 g les dattes puis les diluées en ajoutant 2100 ml de jus
d’orange et 1000 ml d’eau distillé stérile pour chaque kilogramme de datte.

Toutes les préparations sont portées aux plaques chauffantes a 60 C° pendant 45 min sous
agitation continue pour assurer I’homogénéisation du milieu et extraire le maximum de sucre.
Apres le refroidissement des jus, ces derniers sont filtrés a I’aide d’une compresse pour obtenir

un jus clair.
3.2.1.2 Fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique des mofits de déchets a été réalisée en utilisant la levure de
biere Saccharomyces cerevisiae. Afin d'optimiser la prolifération des levures et d'augmenter la
teneur en ¢léments nutritifs des mofts, les sels suivants ont été ajoutés : 0,75 g/l de KHPOs,
0,50 g/l de K2SOs4, 0,25 g/l de MgSOs4, 0,20 g/l de CaCl>-2H>0 et 0,20 g/l de NaCl (Sadok,
2015). Le pH de chaque mott de déchet a été neutralisé en utilisant de 1'acide chlorhydrique
(HCl) et de I'hydroxyde de sodium (NaOH). Apres I’homogénéisation de la levure avec les
mouts des déchets ont été transférés dans un bioréacteur préalablement préparé, puis placés
dans une étuve a une température de 32°C pendant une période de 9 jours (figure 5 (A)).

Pour suivre la fermentation alcoolique dans les échantillons, nous avons procédé chaque
24 heures des prélévements a partir des bouteilles utilisées pour suivre la fermentation (figure
5 (B)) et transférer dans des tubes propres, secs et étiquetés puis congeler immédiatement pour
étre analysé.

Apres 9 jours de la fermentation, les jus des déchets sont distillés afin d’extraire 1’éthanol

a78°C.
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Figure 6. Fermentation alcoolique (A) et prélevement de jus (B).
A. Etude de I'influence de 'agitation sur le processus de fermentation alcoolique

Nous avons réalis€¢ un essai d’optimisation pour évaluer I’effet de l'agitation et de
l'absence d'agitation lors de la fermentation, en utilisant les dattes comme témoins positifs dans
laquelle, la fermentation se fait dans un bain marie a 32° pendant 72 h sous agitation, et d’autre
dans I’étuve dans les mémes conditions mais sans agitation, dans 1'objectif de déterminer quelle

méthode de fermentation est la plus efficace.
B. Etude de la fermentation en utilisant différentes matiéres premiéres

Nous avons réalisé une évaluation des déchets pouvant étre utilisés pour produire du
bioéthanol, en testant différentes matiéres biologiques, la betterave, la pomme, les dattes,
l'orange et écorce d’orange. Notre étude est principalement concentrée sur l'orange, car il s'agit
d'une matiére premiére non étudiée. De plus, nous avons examiné I’effets de différents
mélanges : le mélange du jus d'orange avec les dattes, le jus d'orange avec son écorce, ainsi que

I'écorce d'orange sur la fermentation alcoolique.
C. Etude de la fermentation en utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae

Afin d'étudier l'effet de Saccharomyces cerevisiae sur la fermentation des motts de
déchets, nous avons introduit 10 g/l de levure dans tous les échantillons (betterave, pomme,
orange, mé¢lange de datte avec orange, orange avec écorce et écorce). Par la suite, les mofts ont
¢été transférés dans des bioréacteurs de production et placés dans une étuve a une température
de 32°C pendant une durée de 9 jours.

Dans le but de suivre I'évolution de la fermentation alcoolique dans les échantillons, nous
avons ajouté 10 g/l de levure a tous les moits de déchets étudiés et les transférés dans les

bioréacteurs spécifiquement congus pour surveiller cette fermentation alcoolique.
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D. Etude de I'influence du pH sur le processus de fermentation alcoolique

Afin d'évaluer I'effet du pH sur la fermentation alcoolique et la croissance des levures,
nous avons réalis¢ des tests de fermentation sur les échantillons d'orange, de pomme et de
betterave a pH de 4,9. Pour optimiser la production d'éthanol, nous avons augmenté la valeur
du pH a 6,5 et effectué¢ des tests sur les échantillons suivants : orange, orange avec les dattes,

orange avec son écorce et écorce d'orange.

E. Etude de I'influence de la quantité de levure sur le processus de fermentation

alcoolique

Dans le cadre de l'optimisation de la fermentation, nous avons sélectionner deux
¢chantillons, la betterave et I’orange, pour évaluer 1'effet de la quantité de levure Saccharomyces
cerevisiae sur la production de bioéthanol. Les quantités de levure ajoutées dans les mouts de

la betterave et d’orange sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5. Quantité de levure ajoutée dans I’orange et la betterave.

Echantillons Quantité de levure (g)
Orange 2,5et10 g/l
Betterave 2,5et10 g/l

F. Etude de l'impact de la composition de la matiére premiére sur le processus de

fermentation alcoolique

La composition de la matiére premiere peut varier d’un échantillon a un autre. Dans cette
¢tude nous allons voir I’effet de la composition de différents échantillons sur le processus de

fermentation alcoolique et la production d'alcool.
3.2.1.3 Distillation

La distillation est une méthode de séparation de 1'é¢thanol et de I'eau basée sur leur
différence de température d'ébullition. Ce procédé implique de chauffer le mélange jusqu'a ce
que I'éthanol s'évapore, puis de condenser les vapeurs pour obtenir un liquide purifié avec une
concentration plus élevée en éthanol (Ravoninjatovo et al., 2021).

Apres 9 jours de fermentation, les jus des déchets sont distillés afin d’extraire 1’éthanol
dans un montage comportant un chauffe-ballon, une colonne de réfrigération et une erlenmeyer
pour récupérer le distillat.

Apres 1’ébullition de jus, la vapeur commence a étre condensé dans la colonne de réfrigération

nous avons récupérés le distillat chaque 10 minutes et testé leur inflammabilité en mélangent
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tous les distillats inflammables du méme échantillon. Apres en effectuant une deuxiéme hydro
distillation et une troisiéme distillation (rectification) a l'aide d'un évaporateur rotatif (rota-
vapeur) pour augmenter la concentration de 1'éthanol.

Apres la distillation, il convient de verser I'éthanol obtenu dans des flacons correctement
étiquetés et recouverts d'aluminium, puis les placer dans un réfrigérateur a 4°C afin de prévenir

1'évaporation de I'éthanol.

Figure 7. Montage de hydro distillation (A) et d’évaporateur rotatif (B).

3.2.2 Analyse physico-chimiques
3.2.2.1 Suivi de la fermentation

Nous avons assuré quelques parameétres pour surveiller la fermentation alcoolique des

échantillons testés a partir les prélévements effectuer.
A. pH

La détermination du pH, est essentielle pour le contrdle du mofit, avant, au cours et a la
fin de fermentation (Boulal et al., 2010). Nous avons déterminé le pH de chaque échantillon

par un pH-métre de la marque OHAUS.
B. Sucres réducteurs

La détermination des sucres réducteurs est basée sur la méthode DNS décrite par Miller
(1959). Le réactif DNS (I'acide 3,5-dinitrosalicylique) a été préparé en dissolvant 1 g de DNS
et 3 g de sodium-potassium acide tartrique (nous avons diminuer la quantité de sodium-
potassium acide tartrique de 30 a 3 g a cause de la non disponibilité de ce produit) dans 80 ml

de solution de NaOH 0,5 N a une température de 45° C. Apres la dissolution, la solution a été
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diluée a 100 ml avec de 1'eau distillée. Pour effectuer la mesure, 700 ul du réactif DNS a ¢été
ajouté a 350 ul d'échantillon dans des eppendorfs, la réaction se fait dans un bain marie a 95°C
pendant 5 minute. Les échantillons sont placés directement dans de 1’eau glacée pour stopper
la réaction, puis centrifugés a 14000 rpm pendant 10 minutes, les analyses spectrométriques ont
¢été réalisées a une longueur d'onde de 540 nm en utilisant un spectrophotometre UV-VIS.

La teneur en sucre réducteur a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage établie avec

D-glucose standard (0,1-1mg/1) (Khatri et Chhetri, 2020).
C. Atténuation

L’atténuation du taux de sucre (rendement de la fermentation) est mesurée avant et apres
la fermentation a 1’aide d’un refractomeétre de marque Pi par la formule montré dans 1’équation
4 (Ravoninjatovo et al., 2021).

E — Ea

Atténuation = * 100 Eq: 04

E : Taux de sucres dans la solution avant la fermentation.

Ea : Taux de sucres dans la solution apres la fermentation.
3.2.2.2 Analyse de produit final

Nous avons évalué plusieurs parametres pour déterminer la qualité et le rendement du

bioéthanol obtenu a partir de différents échantillons.
A. Inflammabilité

Nous avons testé I’inflammabilité du nos échantillons, d’ou on fait rapprocher la flamme

a une quantité de distillat pour détecter la présence de 1’éthanol.
B. Rendement

Nous avons calculé le rendement du bioéthanol produit a partir des mouts des déchets en
mesurant le rapport entre le volume de bioéthanol produit par la masse ou le volume de substrat

introduit dans le bioréacteur de fermentation selon 1’aspect de I’enchantions.
C. Indice de réfraction

L’indice de réfraction c’est une bonne manicere de vérifier la concentration d’alcool
recueilli. Est le rapport de vitesse de la lumicre dans le vide devisé par la vitesse de la lumicre
dans le milieu (Chibi, 2020), mesurée a 1’aide d’un refractométre de marque Pi.

L’équation utilisée pour mesurer I’indice de réfraction a 20° C est :

n? =nT+0,00045 (T - 20) Eq: 05
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n 2% : indice de réfraction a une température de 20°C.

n' : indice de réfraction 4 une température.

D. Analyse Infra rouge

Spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une technique d’analyse
infrarouge avancé, basée sur I’absorption d’un rayonnement infrarouge utilisée dans le but de
vérifier la pureté de bioéthanol obtenu (Chibi et El Hadi, 2018).

Les échantillons ont été analysés par spectrophotométrie infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF) de marque Agilent technologies Cary 630 FTIR, ce dernier donne une idée sur
les signatures vibratoires des bandes de produit d’éthanol et par conséquent les groupements

alcooliques (Shinnosuke onuki et al., 2008).

Figure 8. Spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Agilent

technologies cary 630 FTIR.
E. Spectrophotométrie UV-Visible

Nous avons utilis¢ une méthode analytique qui implique l'utilisation d'un
spectrophotometre ultraviolet-visible de type Agilent Cary 60 pour évaluer la quantité de

rayonnement ultraviolet ou visible absorbée dans le bioéthanol produit (Siladitya et al., 2012).
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Figure 9. Spectrophotométres ultraviolets-visibles de marque Agilent Cary 60.
3.2.3 Test d’efficacité antibactérienne
3.2.3.1 Mise en évidence des effets antibactérienne du bioéthanol

Cette étude consiste de procéder un test d’activité antimicrobienne, par la méthode de
diffusion en disques et diffusion en puits dans le but de connaitre les échantillons qui inhibent
la croissance des différents germes étudiés telle que (Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aurogenosa).
3.2.3.2 Préparation de milieu de culture

Les étapes que nous avons suivies pour préparer le milieu de culture sont présentées au-

dessous.

e Dissoudre dans une erlenmeyer 38 g de Mueller-Hinton agar dans 1 1 d’eau distillée.

e Chauffer sous agitation la préparation a I’aide d’une plaque chauffante- agitateur
jusqu’a la dissolution.

e Verser le milieu de culture dans des flacons en verre stérile puis les autoclavés dans une
cocotte-minute pendant 20 minute puis les écouler dans des boites de pétries et laisser

refroidir.
3.2.3.3 Réalisation du test

Pour effectuer cet examen, les étapes suivantes ont €té suivies :
e Diluer les échantillons a tester de % et ¥ et utiliser I’éthanol commercial 4 96 % comme

témoins positif.

28



Chapitre 3 Matériel et méthodes

e Prélever quelques colonies a partir des souches bactérienne (Escherichia coli, Klebseilla
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aurogenosa) et mettre dans des
tubes a vise contenant de 10 ml d’eau physiologique puis vortexer bien jusqu’a
I’homogénéisation.

e Diviser la boite de pétri en 4 parties et dans chacune percer un puit et noté par SM, T,
2 et Va.

e Ensemencer par étalement a 1’aide d’un écouvillon et a partir d’une solution contenant
une suspension bactérienne, sur une boite de pétrie contenant une gélose MH.

e Placer les disques sur la gélose MH et ajouter 10 ul de solution mere, témoin et les
dilutions dans chaque puits et disques.

e Incuber a 37°C pendant 24 h dans une étuve.

e Apres I’incubation, La lecture des résultats se fait par la mesure des dimensions des
zones d’inhibitions (zones claires) autour des disques et puits représentée en millimetre

a I’aide d’un pied a coulisse.
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4.1 Paramétres influencent la fermentation alcoolique
4.1.1 Effet de I’agitation sur la fermentation alcoolique

Dans les conditions du notre laboratoire, les résultats présents dans la figure 10 montrés
que la fermentation des dattes sans agitation produit de 372 ml/kg de distillat alcoolique, tandis
que la fermentation avec agitation a donné¢ 168 ml/kg. Nous avons trouvé que la meilleure
méthode de fermentation est celle sans agitation. Au contraire, 1’agitation est un parameétre
essentielle pour la fermentation alcoolique, parce qu’elle entraine une augmentation de la
consommation de sucre et réduit I’inhibition de la production d’éthanol (Mohd Azhara et al.,

2017).

372

400 /
350
300
-‘%o 250
E W Agitation
= 200 g
o M Sans agitation
£ 150
[+5)
2
o 100
o

50

Agitation Sans agitation

Méthode de fermmentation

Figure 10. Effet de I’agitation sur la fermentation alcoolique.

Cependant, il convient de noter certains inconvénients de 1'agitation dans les conditions
du notre laboratoire. Tout d'abord, il y a un contact avec l'air pendant 1'agitation, ce qui peut
entrainer une oxydation indésirable des composantes et par conséquence la formation de
produits indésirables, tels que des sous-produits réactifs ou toxiques. De plus, la température ne
peut pas étre constante pendant l'agitation, ce qui peut affecter la croissance et l'activité des
microorganismes impliqués dans la fermentation. De plus, le processus d'agitation peut ne pas
étre enticrement automatisé, ce qui peut entrainer une variabilit¢ dans les conditions de

fermentation.
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4.1.2 Effet de la levure Saccharomyces cerevisiae sur la fermentation alcoolique

Apres la fermentation alcoolique et la distillation des mouts des déchets contenu une
quantité de levure de 10 g/l, les résultats de rendements des distillats alcooliques obtenus sont

montrés dans le tableau 6.

Tableau 6. Effet de la levure sur la fermentation alcoolique des déchets.

Echantillons Orange Betterave Pomme Datte avec Orange Ecorce
orange avec écorce d’orange

Rendement 36,36 ml/l 45,44 ml/kg 85,25 ml/kg 130 ml’kg 1479 ml/kg 100 ml/kg

Les rendements des distillats non inflammables obtenus a partir de l'orange avec son
¢corce et de 1'écorce d'orange varient respectivement de 147,9 ml/kg a 100 ml/kg. La non
inflammabilité de ces distillats est probablement liée a leur faible concentration en éthanol et a
la présence d'eau. Etant donné que I'évaporateur rotatif n'a pas été utilisé pour 1'étape de
rectification dans ces deux échantillons (en panne), les distillats peuvent conserver une plus
grande quantité d'eau, ce qui réduit la concentration en éthanol et rend le distillat non
inflammable. Par opposition aux résultats de I'é¢tude de Fazzino et al. (2021), qui a démontré
que la fermentation de I'écorce d'orange pendant 28 jours conduit a la production de distillats
inflammables, il est possible que la durée de fermentation utilisée dans notre étude n’ait pas été
suffisante pour produire de 1'éthanol a un concentration élevé a partir de 1’écorce.

Les rendements des distillats inflammables varient de 36,36 ml/l a 130 ml/kg,
I’inflammabilité de ces produits peut étre due a la forte concentration d’éthanol. Premi¢rement,
il a été constaté¢ que la pomme et la betterave produisent des rendements acceptables, ce qui
peut s'expliquer par la conversion des sucres présents dans les mouts en sorte inflammable. De
plus, le distillat d'orange est inflammable avec un rendement de 36,36 ml/l, ce qui suggere que
les matieres acides peuvent servir de substrat pour la production d'éthanol.

De plus, il a été constaté un rendement particulierement élevé pour le distillat obtenu a
partir du mélange d'orange et de dattes par rapport aux autres échantillons. L'association de
l'orange et des sucres des dattes peut créer un milieu de fermentation équilibré qui fournit a la
levure a la fois les nutriments nécessaires a sa croissance et les conditions optimales pour la
fermentation. Cela peut favoriser une production plus élevée d'é¢thanol, ce qui explique le

rendement plus important du distillat.

31



Chapitre 4 Résultats et discussions

Enfin, la quantité de levure de 10 g/l utilisée dans le processus de fermentation joue un
role bénéfique dans la fermentation des mouts des déchets et la production des distillats
inflammables.

Les résultats obtenus par Ravoninjatovo et al. (2021) montré un rendement de 70 ml/kg
d'éthanol a partir de la betterave, ce qui signifie que nos propres résultats sont supérieurs aux

leurs.
4.1.3 Effet de pH sur la fermentation alcoolique

Dans le but de I’optimisation de la production de bioéthanol nous avons réalisé une teste
sur ’orange en augmentent le pH de 4,9 2 6,5. Les résultats de rendement de distillats alcoolique

d’orange présent dans la figure 11.
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Figure 11. Effet de I’augmentation de pH sur le rendement en distillats alcoolique d’orange.

Nous avons constaté qu'en augmentant le pH de 4,9 a 6,5 dans I'échantillon d'orange
contenant 10 g/l de levure, nous obtenons un rendement amélioré, passant de 36,36 a 70 ml/kg.
Donc, un pH de 6,5 favorise une croissance optimale de la levure et améliore son activité de
fermentation en créant des conditions moins acides. De plus, les deux distillats d'orange

produits sont inflammables, ce qui peut s'explique par leur concentration élevée en éthanol.
4.1.4 Effet de la quantité de levure sur la fermentation alcoolique

Dans le cadre de 'optimisation de la production de bioéthanol & partir d'oranges et de
betteraves, nous avons effectué des tests pour évaluer la quantité de levure ajoutée aux mofts.
Les résultats de I’évolution de rendement des distillats alcoolique en fonction de la quantité de

levure ajoutée sont présentés dans la figure 12.
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Figure 12. Effet de I’augmentation de la quantité de levure sur le rendement en distillats
alcoolique d’orange et de la betterave.

L'orange contenant de 2 g/l de levure produit le meilleur rendement par apport a l'orange

contenant 5 et 10 g/l. Donc, la quantité de distillat alcoolique produit par I’orange est

indépendant de la quantité de levure ajoutée. Cependant, I'utilisation d'une quantité excessive

de levure peut également affecter négativement la fermentation.

La betterave contenant 10 g/1 de levure a donné un meilleur rendement par rapport a la
betterave contenant 2 et 5 g/l. Ce résultat peut s'expliquer par la présence d'une grande quantité
de sucres dans la betterave, ce qui fournit un substrat plus abondant pour les levures. Par
conséquent, une quantité plus importante de levure est nécessaire pour augmenter la vitesse de
fermentation. Donc la quantité de distillat alcoolique produite par la betterave est dépende de

la quantité de levure ajoutée.

4.1.5 Effet de la composition des matiéres premiere utilisé sur la fermentation

alcoolique

La composition des matieres premicres utilisées dans la fermentation alcoolique joue un
role crucial dans le processus de fermentation et le rendement en alcool obtenu. La teneur en
sucre des matieres premieres fournit la source d'alimentation pour les levures, qui les
convertissent ensuite en alcool (Maarouf, 2020). Les nutriments tels que l'azote, les vitamines
et les minéraux sont €également essentiels pour la croissance et la fermentation des levures
(Ballerini, 2011). Cependant, la présence de substances inhibitrices, telles que des acides
organiques ou des composés phénoliques, peut réduisant l'activité des levures, ce qui entraine

une diminution de la production d'alcool. De plus, le pH des matieres premicres peut affecter la
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fermentation, car les levures ont une plage de pH optimale dans laquelle elles fonctionnent de

maniére optimale (Ballerini, 2011).

4.2 Suivi de la fermentation

Dans cette partie, nous présentons les résultats du suivi de la fermentation alcoolique des
déchets utilisés, en incluant les mesures du pH, de I'atténuation et des sucres réducteurs, a partir
des mots prélevés pendant la fermentation alcoolique qui contenaient une quantité de 10 g /1

de levure.
4.2.1 pH

La détermination du pH est essentielle pour le contrdle de 1’activité biologique. Au cours
de la fermentation, le métabolisme de la levure induit un changement perpétuel du milieu. Dans
ce cas, I’assimilation des substrats carbonés et azotés par la levure conduit a la production de
métabolites acides ou alcools et par conséquent, libération des ions hydrogene dans le milieu
ce qui influence le pH du milieu (Boulal, 2017).

Dans notre étude nous avons suivi I’évolution du pH avant durant et aprés la fermentation
alcoolique. Les résultats de 1’évolution de pH des échantillons sont présentés dans les courbes

de figure 13 et 14.
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Figure 13 : Evolution de pH durant la fermentation alcoolique de betterave, orange et de
pomme.

Une diminution rapide du pH est observée durant les premieres 24 heures pour les trois
échantillons (pomme, orange et betterave) de 4,9 jusqu’a atteindre une valeur de 3,4 pour la

betterave et pomme et 3,5 pour I’orange.
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Figure 14. Evolution de pH durant la fermentation alcoolique d’orange avec les dattes, orange
avec ’écorce et I’écorce.

Une diminution rapide du pH est observée durant les premiéres 24 heures pour les quatre
¢échantillons de 6,5 jusqu’a atteindre une valeur de 3,4 pour 1’écorce , c’est la méme valeur
trouver dans les résultats de Fazzino et a/ (2021) aprés la fermentation de I’écorce , et 3,5 pour
I’orange avec les dattes, et 4,1 pour I’orange avec 1’écorce, et 5,14 pour I’orange.

Ces degrés du pH sont nuisible au développement des bactéries mais il est favorable a la
prolifération des levures et les moisissures (Bocquet,1982), ce qui est un point positif pour la
fermentation alcoolique. Cet abaissement du pH est probablement dii dans un premier temps a
la consommation des sucres et la production du bioéthanol, puis aux acides et alcools
métabolisés par les microorganismes présents dans le modt, tels que les acides gras, en
particulier I’acide octanoique et I’acide decanoique. Aussi, une partie du dioxyde de carbone
produit se dissout dans le moft et contribue aussi a I’abaissement du pH (Pena et al., 2015).

Nos résultats sur 1'évolution du pH sont en accord avec les résultats de Boulal ef al. (2019)

qui ont également observé un intervalle de pH compris entre 3,5 et 4.
4.2.2 Sucre réducteur

Les résultats concernant 1’évolution de la teneur en sucres réducteurs pour les sept mouts
sont représentés par 1’équation de la gamme de sucre réducteur : y = 0,099x + 0,031 avec R*>=
0,9914. En prenant en compte le fait que la sensibilité de cette méthode est relativement faible,
il convient de souligner qu'elle demeure la seule méthode disponible.

Les résultats de 1’évolution de la tenure en sucres réducteurs durant la fermentation

alcoolique des déchets sont représentés dans le tableau 7.
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Tableau 7. Evolution de la teneur en sucres réducteurs durant la fermentation
alcoolique des échantillons utilisés.

Echantillons Teneur en sucre réducteur Teneur en sucre réducteur Pourcentage
avant la fermentation apres la fermentation
(mg/ml) (mg/ml)
Orange (pH 4,9) 16,84 2,90 82,77 %
Betterave 169,36 10,10 94 %
Pomme 14,14 5,3 62 %
Orange (pH 6,5) 8,17 3,53 57 %
Datte avec orange 188,55 18,86 85,95 %
Orange avec son 32,66 20,54 37,10 %
écorce
Ecorce d’orange 11,38 0,20 94,74 %

D’apres les résultats présente dans le tableau 7 nous avons remarqué une diminution
importante de la quantité des sucres réducteurs dans les mouts des déchets apres la fermentation,
ce qui explique par la dégradation de ces derniers par la levure pour produire des molécules
plus simples (éthanol). De plus, les figure 13 et 14 montrent une diminution des valeurs de pH
avec une libération du gaz carbonique durant la période de fermentation. Ce qui traduit par la
production de bioéthanol.

Nous avons observé apres 9 jours de fermentation dans €chantillons de pomme, orange
(6,5) et orange avec son écorce que les sucres n’ont pas €té consommes totalement par la levure,
cela peut étre di a I’arrét de la croissance de Saccharomyces cerevisiae par 1’accumulation des
substances toxiques (Boulal ez al., 2010), ce qui indique que les acides gras formés par la levure
deviennent toxiques pour cette derni¢re, aussi I’effet de I’alcool dans le milieu devient
inhibiteur.

D'aprés les pourcentages des teneurs en sucres réducteurs consommés pendant la
fermentation, nous pouvons conclure que la variabilité de ces teneurs dans les mofts des déchets
dépend de plusieurs facteurs, tels que la nature de matiere premicre utilisée, la quantité de levure

ajoutée et le pH du milieu.
4.2.3 Atténuation

L’évolution du taux de sucre des mouts des déchets prélever pendants la fermentation

alcoolique sont montrer dans le tableau 8.
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Tableau 8. Atténuation des mouts des déchets.
Déchets utilisés Taux de sucre avantla  Taux de sucre apres la Atténuation

fermentation (°Brix) fermentation (°Brix) (%)
Orange (pH 4.9) 13 7 46,15
Betterave 8,25 4.5 45,45
Pomme 7 4 42,85

Orange (pH 6.,5) 12 6 50
Datte avec orange 18,75 10,75 42.66
Orange avec €corce 12 6.5 45,83
Ecorce d’orange 10,25 7,1 30,73

Le °Brix reste en diminution jusqu’a la fin de la fermentation dans tous les mouts. Le
rendement de la fermentation est élevé dans 1’orange de (pH 4.,9) et (pH 6,5) qui a atteint
respectivement 46,15 % et 50 %, ainsi que la betterave 45,45 %, les pommes 42,85 %, les dattes
avec I’orange 42,66 %, 1’écorce 30,73 % et I’orange avec écorce 45,83 %. Ce qui explique par
la biodégradation des solides solubles (sucre) et transformées sous forme des molécules simple

(éthanol) par la levure Saccharomyces cerevisiae.
4.3 Analyse de produit final

Dans cette partie, nous exposons les résultats de l'analyse physiques des distillats

alcoolique obtenus a partir des différents déchets afin d'évaluer la qualité de nos produits.

4.3.1 Indice de réfraction

L'indice de réfraction est une grandeur physique qui mesure la capacité d'un matériau a
dévier ou a ralentir la propagation de la lumicre lorsqu'elle le traverse (Hecht, 2017). Les
résultats de I’indice de réfraction des distillats obtenus sont indiqués dans le tableau 9.

Tableau 9. Résultats de 1’analyse de 1’indice de réfraction.

Distillats Indice de réfraction
Orange de 2 g/l de levure 1,366
Orange de 5 g/l de levure 1,366
Orange de 10 g/l de levure ( pH 4,9) 1,365
Orange de 10 g/l de levure (pH 6,5) 1,357
Betterave de 2 g/l de levure 1,365
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Betterave de 5 g/l de levure 1,366
Betterave de 10 g/l de levure 1,364
Pomme de 10 g/l de levure 1,360
Datte avec orange de 10 g/l de levure 1,357
Orange avec son écorce de 10 g/l de levure 1,348
Ecorce d’orange de 10 g/l de levure 1,344

L’indice de réfraction des distillats obtenus sont variant de 1,344 a 1,366 a 20°C. Nous
constatons que les valeurs de l'indice de réfraction de distillat alcoolique d'orange, betterave,
pomme et de dattes avec orange sont trés proches de la valeur de I’indice de réfraction de
I'éthanol absolu (1,362) (Chibi et El-Hadi, 2018), tandi que les valeurs de l'orange avec son
écorce et de I’écorce d'orange sont inférieures a la valeur de I'éthanol absolu, ce qui peut étre
attribué a la présence d'eau dans le milieu. Donc la concentartion d’éthanol dans les distillats
d’orange, de betterave, de pomme et de dattes avec orange est ptobablement supérieures, tandi
que la concentaration d’éthanol dans les distillats d’orange avec son écorce et écorce d’orange

sont peut-&tre inférieures.
4.3.2 Analyse infrarouge

L'éthanol est une molécule qui contient plusieurs groupes fonctionnels, chacun produisant
des pics d'absorption infrarouge caractéristiques. Les pics d'infrarouge des distillats alcoolique
et I’éthanol a 96 ° sont représentés dans les figures (15 a 25) et les principaux pics sont montrés

dans les tableaux (10 a 20).
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Figure 15. Spectre infrarouge de I’éthanol de 96°.
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Tableau 10. Principaux pics d’infrarouge d’éthanol de 96°.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison OH liée
02 3000 Liaison C-H
03 1050 Liaison C-O
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Figure 16. Spectre infrarouge de bioéthanol produit par betterave de 2 g/l de levure.

Tableau 11. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par la betterave de 2 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison OH liée (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 17. Spectre infrarouge de bioéthanol produit par la betterave de 5 g/l de levure.
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Tableau 12. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par la betterave de 5 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison OH liée (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
ul \ S S N
| IH'. /{ N\'.'l
& l"',_ R Illl' '|I . l}"‘.ﬁ ‘ - - ~
T \ AT I W A YA
22 \ ."F || I'| || ! “ [
g | ".II [ v || | |.-,
o \ J J
= - \ Ia'll h I ‘-.I\ /
& \ /
T T T I':3 T 01 T T 13|jr0|:|1 T T T T 120|00r T T T T T T T T T T T 560

Wavenumber (cm-1)

Figure 18. Spectre infrarouge de bioéthanol produit par la betterave de 10 g/l de levure.

Tableau 13. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par la betterave de 10 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H liée (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 19. Spectre infrarouge de bioéthanol produit par I’orange de 2 g/l de levure.
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Tableau 14. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par I’orange de 2 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H li¢e (liaison hydrogéne)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 20. Spectre infrarouge de bioéthanol produit par 1’orange de 5 g/l de levure.

Tableau 15. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par I’orange de 5 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H liée (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 2900 Liaison C—H
04 1650 Liaison C=0 des amides
05 1050 Liaison C-O
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Figure 21 . Spectre infrarouge de bioéthanol produit par 1’orange de 10 g/l de levure.
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Tableau 16. Principaux pics d’infrarouge de bioéthanol produit par 1’orange de 10 g/l de

levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H li¢e (liaison hydrogéne)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 22. Spectre infrarouge de datte avec I’orange de 10 g/I de levure.

Tableau 17. Principaux pics d’infrarouge de dattes avec I’orange de 10 g/l de levure.

Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H liée (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 23. Spectre infrarouge de I’orange avec écorce de 10 g/l de levure.
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Tableau 18. Principaux pics d’infrarouge de | ’écorce d’orange de 10 g/l de levure.

Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H li¢e (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 24. Spectre infrarouge d’écorce d’orange de 10 g/l de levure.
Tableau 19. Principaux pics d’infrarouge d’écorce de 10 g/l de levure.
Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H liée (liaison hydrogene)
02 2900 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 Liaison C-O
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Figure 25. Spectre infrarouge de pomme de 10 g/l de levure.
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Tableau 20. Principaux pics d’infrarouge de pomme de 10 g/l de levure.

Pics Bande de vibration (cm™) Groupements
01 3300 Liaison O-H lié¢e (liaison hydrogene)
02 3000 Liaison C—H
03 1650 Liaison C=0 des amides
04 1050 C-O0

Dans chaque échantillon analysé, ces pics ont été¢ marqués a chaque spectre

Un pic a été marqué pour tous les échantillons autour de 3300 cm ! est dii a la vibration
de I'hydroxyle O-H de 1'éthanol, cela correspond a une indication de la présence d'un groupe
alcool. Un pic autour de 2900 3000 cm ! est dii aux vibrations de la liaison C-H des groupes
méthyle et méthyléne (-CH3 et -CH2-) de I'éthanol. Un pic vers 1050 cm ! est dii a la vibration
de la liaison C-O présente dans les alcools. Ce pic peut étre utilisé pour identifier la présence
d'un groupe éther dans la molécule. Un pic fort vers 1650 cm “'est dii a la vibration de liaison
C=0 des amides peut étre le résultat de la contamination par des substances provenant de
différentes sources. Les résultats ont été d’accord avec celui de (Boulal ez al., 2018 ; Boulal et
al., 2019) qui ont également identifi¢é les mémes pics dans leurs analyses de distillats
alcooliques sauf les pics des amides.

En plus de ces pics, d'autres pics plus faibles peuvent également étre présents dans le
spectre infrarouge de I'é¢thanol, qui correspond a d'autres modes de vibration moléculaire.
Cependant, l'identification précise des pics nécessite une connaissance approfondie de la
structure moléculaire de I'échantillon. Malgreé la présence de ces bandes de base caractéristiques
a I’¢éthanol, 1l existe des différences entre les spectres dans la hauteur, la largeur et I’uniformité

des pics a cause de la différence de pureté entre les spectres des échantillons et de référence
(éthanol 96°).

4.3.3 Analyse UV-vis de bioéthanol obtenue

D’apres les analyses de UV —Visible effectué a chaque échantillon avec I’éthanol standard

96° d’une longueur d’onde de 200-800 nm.

L’absorbance dans les échantillons de betterave 2, 5,10 g/l de levure, orange 2, 5,10 g/
de levure, datte avec orange, orange avec son écorce, ¢écorce d’orange et pomme est supérieur
par rapport a I’éthanol de 96° qui est caractérisé par une langueur d’onde de 199,993 nm et une
absorbance de 1,88 , mais il y a un pic dans 1’échantillon d’orange de 10 g/l de levure ,datte

avec orange, orange avec son €corce inférieur a 1’éthanol standard 96° qui est caractérisé par
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une langueur d’onde de 232,015 et une absorbance de 1,50. Cela implique que 1’absorption est
influencée par la concentration d’éthanol ainsi que par la nature des composés présents dans les
¢chantillons tels que les acides, les vitamines et les pigments, qui sont sensibles a 1’oxydation,

a la lumicere et a la chaleur (Korumilli et Mishra, 2014).

4.4 Teste d’efficacité antimicrobienne de bioéthanol

Apres avoir testé la sensibilité des souches cliniques vis a vis nos produits a partir de
différents déchets agricoles. Les résultats sont montrés dans les tableaux 21, 22, 23, 24, 25, 26.

Tableau 21. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par la betterave

de 2,5, 10 g/l.
Echantillons Type de Solution  Escherichia Klebseilla Staphylococcus  Pseudomonas
méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa
T 12 mm 13 mm 14 mm 12mm
) Sm Halo (-) 9 mm 6 mm 6mm
Disque
) Halo (-) Halo (-) 8 mm 6 mm
Betterave Y Halo (-) Halo (-) 7 mm 6 mm
avec 2 g/l de T Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
levure , Sm Halo () Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Puits
) Halo (-) Halo (-) Halo () Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Betterave Sm Halo (-) Halo (-) 6 mm Halo (-)
avec 5 g/l de ) ) 6 mm Halo (-) 7 mm 6 mm
Disque
levure Z 6 mm Halo (-) 6 mm 6 mm
Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
. ) Halo (-) Halo (-) Halo () Halo (-)
Puits
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Sm 6 mm 10 mm Halo (-) 6 mm
Betterave D Va Halo (-) 8 mm Halo (-) 6 mm
isque
avec 10 g/l Ya Halo (-) 7 mm Halo (-) 6 mm
de levure Sm Halo (-) 11 mm Halo (-) Halo (-)
. Va Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Puits
Ya Halo (-) Halo (-) 9 mm Halo (-)
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Tableau 22. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par la pomme
de 10 g/l de levure.

Echantillons Type de Solution  Escherichia  Klebseilla  Staphylococcus Pseudomonas
méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa

Sm 8 mm 9 mm 7 mm Halo (-)

Pomme avec Disque v, 6 mm Halo (-) 7 mm 6 mm
10 g/l de

levure Ya 6 mm Halo (-) Halo (-) 6 mm

Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Puits v Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Tableau 23. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par 1’orange de
2, 5,10 g/l de levure.

Echantillons Type de Solution Escherichia  Klebseilla Staphylococcus  Pseudomonas

méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa
Sm Halo (-) 9 mm 6 mm 6 mm
Orange avec Disque ) Halo (-) Halo (-) 8 mm 6 mm
2g/lde Ya Halo (-) Halo (-) 7 mm 6 mm
1
evure Sm Halo () Halo () Halo (-) Halo (-)
Puits v Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Disque Sm Halo (-) Halo (-) 6 mm Halo (-)
Orange avec Ya 6 mm Halo (-) 6 mm 6 mm
5 g/l de Ya 6 mm Halo (-) 6 mm 6 mm
levure Puits Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Sm 6 mm 10 mm Halo (-) 6 mm
Orangeavec  Disque v Halo () 8 mm Halo () 6 mm
10 g/t de v Halo (1) 7 mm Halo (-) 6 mm
levure Sm Halo (-) 11 mm Halo (-) Halo (-)
H 4,9 i
(pH 4,9) Puits v Halo () Halo () Halo () Halo ()
Ya Halo (-) Halo (-) 9 mm Halo (-)
Disque Sm 12 mm 11 mm 9 mm Halo (-)
Orange avec Y 7 mm 8 mm 7 mm 6 mm
10 g/l de Ya 6 mm 8 mm Halo (-) 6 mm
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levure (pH
6,5) Puits Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Y Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Tableau 24. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par dattes avec
orange de 10 g/l de levure.

Echantillons Type de Solution Escherichia Klebseilla Staphylococcus  Pseudomonas

méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa
Datte avec Disque Sm Halo (-) Halo (-) 6 mm 6 mm
I’orange Y 6 mm Halo (-) 6 mm 6 mm
avec 10 g/l Ya 6 mm Halo (-) 6 mm Halo (-)
de levure Puits Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
) Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Tableau 25. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par orange avec
¢corce de 10 g/l de levure.

Echantillons Type de Solution Escherichia  Klebseilla  Staphylococcus Pseudomonas
méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa
Sm Halo (-) 6 mm 7 mm 6 mm
Disque Y Halo (-) 6 mm 9 mm 6 mm
Orange avec
, Ya Halo (-) 6 mm 9 mm 6 mm
écorce
Sm Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Puits % Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)
Ya Halo (-) Halo (-) Halo (-) Halo (-)

Tableau 26. Teste d’efficacité antimicrobienne vis a vis de bioéthanol produit par écorce
d’orange de 10 g/l de levure.

Echantillons Typede Solution Escherichia Klebseilla Staphylococcus  Pseudomonas

méthode coli pneumoniae aureus aeruginosa
Sm Halo (-) Halo (-) 6mm 6 mm
Disque 1, Halo (-) Halo (-) 6mm 6 mm
Ecorce Y4 Halo (-) Halo (-) 6mm Halo (-)
d’orange Sm Halo (-) Halo (-) Halos (-) Halo (-)
Puits 3 Halo (-) Halo (-) Halos (-) Halo (-)
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1, Halo (-) Halo (-) Halos (-) Halo (-)

Le bioéthanol, bien qu'il soit le produit final de la fermentation, peut devenir un facteur
de stress pour les micro-organismes lorsqu'il s'accumule dans leur environnement. I est connu
pour son effet inhibiteur sur la croissance des micro-organismes, il a un effet d’encombrement
structurale, car il peut traverser leur membrane cellulaire et perturber leurs processus
métaboliques, ce qui limite leur capacité a se développer (Chibi, 2020).

La présente étude a permis d’évaluer 1’efficacité antimicrobienne des produits finaux sur
E coli, S aureus, K pneumoniae et P aeruginosa en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition.

Les résultats montrent que les différents produits obtenus induisent des inhibitions de
croissance des germes testés. Le bioéthanol de pomme, d’orange avec 10 g/l de levure de (pH
4,9, 6,5) et de betterave avec 10 g/l de levure semble étre les produits les plus actives sur
I’ensemble des bactéries testées.

Le bioéthanol produit par les dattes avec orange, betterave avec 5 g/l de levure et I’orange
avec 5 g/l de levure induisent des inhibitions remarquables sur la croissance de E coli, S aureus
et P aeruginosa tandis que K pneumoniae a été résisté a ces dernieres.

Ainsi que, le bioéthanol produit par la betterave de 2 g/l de levure et orange avec écorce
sont actifs sur S aureus, K pneumoniae et P aeruginosa mais n’induisent aucun effet sur E. coli.

Le distillat de I’écorce semble étre le produit le moins actif de tous les échantillons testés
quoique actif sur S aureus et P aeruginosa.

Nous avons observé que le bioéthanol produit par différentes matieres premicres a des
effets proches de I’éthanol synthétique de 96 %. Donc nous avons valider 1’utilisation de ces

produits dans la désinfection contre les germes pathogenes.
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4.5 Caractéristiques physico-chimiques de produits finals

D’apres les analyses physico-chimiques de nos échantillons le tableau 28 résumé les

Caractéristiques physico-chimiques des produits finals.

Tableau 27. Caractéristiques physico-chimiques des produits finaux.

Paramétre Indice de  Rendement Odeur Couleur Inflammabilité
physico-chimique réfraction
Ethanol absolu 1,361 _ Piquante Incolore Inflammable
Orange de 2 g/l de 1,366 43,63 ml/l Piquante Incolore Inflammable
levure
Orange de 5 g/l de 1,366 34,54 ml/l Piquante Incolore Inflammable
levure
Orange de 10 g/l de 1,365 36,36 ml/l Piquante Incolore Inflammable
levure (pH 4,9)
Orange de 10 g/l de 1,356 70 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
levure (pH 6,5)
Betterave de 2 g/l 1,365 15,54 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
de levure
Betterave de 5 g/l 1,366 45,44 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
de levure
Betterave de 10 g/l 1,364 15,54 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
de levure
Pomme de 10 g/l 1,360 85,25 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
de levure

Datte orange de 10 1,3579 331,20 ml/kg Piquante Incolore Inflammable
g/l de levure

Orange avec écorce 1,348 o De Incolore Non
de 10 g/l de levure fermentation inflammable
Ecorce d’orange de 1,344 o De Incolore Non

10 g/l de levure fermentation inflammable

D’apres les comparaisons effectuées nous pouvons affirmer que nos résultats concernent
la production de bioéthanol sont trés acceptables et que le bioéthanol obtenu a partir de divers
déchets est proche de 1’éthanol absolu. En outre, d'apres les témoignages de dix personnes nos
produits présentent les caractéristiques suivantes : volatiles, inflammables (sauf 1’orange avec

son écorce et écorce d’orange), limpides et dégagent une odeur piquante.
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Conclusion

Notre travail consiste a générer du bioéthanol par la fermentation alcoolique en employant
Saccharomyces cerevisiae. Pour accroitre l'efficacit¢ de production d'éthanol, nous avons
réalisées des améliorations au niveau de la composition du milieu de fermentation en termes de
nutriments (source de carbone, source minéraux...etc.), du choix du microorganisme

producteur, ainsi que des conditions optimales de fermentation.

Le présent travail a montré que la valorisation des déchets agricoles de faible valeur
commerciale en vue de leur transformation en éthanol est possible avec des rendements trés
encourageants attient jusqu’a 130 ml/kg pour les dattes avec 1’orange qui a un indice de

réfraction trés proche a 1’éthanol absolu 1,364.

Le pH joue un role crucial dans 1'amélioration de 1'activité de fermentation de la levure.
Un intervalle de pH compris entre 3,5 et 5,1 est particuliérement favorable a la prolifération des
levures et a la production de bioéthanol. Alors que 1’effet de I’agitation dans les conditions de

notre laboratoire est un parameétre qui ralentit la production de bioéthanol.

L’atténuation et le taux de sucre réducteur des échantillons montrent une diminution
durant la fermentation avec des proportions déférents ce qui signifie que I’activité de la levure

dépend de la qualité¢ de matiere biologique utilisé.

L’analyse infrarouge des échantillons montre la présence des groupements CH, OH, CO.
Bien que, les analyses de 1’activité antimicrobienne sur les souches bactérienne clinique vis-a-
vis les produits de chaque déchet montrent qu’il y a une activité inhibitrice sur la croissance des

microorganismes

Les résultats encourageants obtenus a partir la fermentation des dattes avec orange
suggerent qu'il est intéressant d'explorer d’avantage I'effet de la combinaison de I'acidité avec
les sucres sur le rendement de bioéthanol. Cela pourrait ouvrir la voie a des nouvelles stratégies

pour améliorer I'efficacité de production de bioéthanol a partir de ces matiéres premicres.

Le travail réalis¢ a atteint son objectif, en démontrant la possibilité de produire du
bioéthanol a partir des matic€res premicres utilisées. Les caractéristiques physico-chimiques des
produits obtenus, les rend compatibles avec une utilisation pratique. De plus, cette méthode
présente l'avantage d'étre entierement biologique, ce qui la rend respectueuse de

I'environnement.
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Cependant, il convient de noter qu'une étape de vérification de la pureté des échantillons,
telle que 1'utilisation de technique de chromatographie sur colonne, n'a pas été effectuée dans
cette étude. Cette étape aurait permis d'analyser plus précisément la composition et la pureté du

bioéthanol produit.

En ce qui concerne les perspectives, les ¢léments suivants peuvent étre envisagés a la
suite de cette étude : la modification des microorganismes utilisés, amélioré les conditions de
fermentation ( quantit¢ de levure, pH, mati¢re premicre utilisé), utilisation de dispositifs
sophistiqués pour améliorer la production de bioéthanol dans des conditions optimales,
application de techniques plus performantes (telles que 'HPLC, la CPG et la GC-MS...) pour
la détection et la quantification de 1'éthanol, la distillation peut étre améliorée en utilisant des

techniques modernes et plus efficaces pour purifier le distillat.
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Annexes 1. Spectres ultra-violet visible

Les spectres ultra-violet —visible de bioéthanol produit a partir de déférents

sont montrés dans les figures ci dissous.
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Annexe 2. Table de données FTIR
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Résumé

L'objectif de cette étude est la valorisation des déchets agricoles par le processus de fermentation alcoolique
en utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae afin de produire du bioéthanol. La quantité de levure ajoutée, le
pH et les effets des composés du milieu sur la fermentation ont été étudiés. Les résultats obtenus indiquent que
le mélange de dattes avec orange présente un rendement supérieur a tous les autres échantillons. En effet, I'acidité
peut favoriser un environnement propice a la prolifération des levures, ce qui améliore l'efficacit¢ de la
fermentation. De plus, les analyses microbiologiques ont démontré l'efficacité du produit contre les souches
cliniques. L'analyse infrarouge a révélé la présence de groupements caractéristiques de 1'éthanol, tels que le CH,
OH et le CO. Les résultats nous ont également montré la possibilité d'utiliser le motit d'orange, de pomme, de
betterave, d’orange avec son écorce et d'écorce d'orange comme substrats pour la fabrication d'alcool par la
bioconversion anaérobie en présence de la levure Saccharomyces cerevisiae, et que le rendement de la
fermentation dépend de la qualité de la matiére premiére utilisée, du pH et de la quantité de levure ajoutée. A la
lumicre de ces travaux, nous avons constaté que l'utilisation de cette biotechnologie permet d'une part d'obtenir
un produit local et d'autre part de stimuler la valorisation des déchets agricoles.

Mots clés : Bioéthanol, fermentation alcoolique, déchets agricoles, Saccharomyces cerevisiae, environnement.

Abstract

The objective of this study is the valorization of agricultural waste through the Process of alcoholic
fermentation using Saccharomyces cerevisiae yeast to produce bioethanol. The quantity of yeast added, pH, and
the effects of medium compounds on fermentation were investigated. The results obtained indicate that the
mixture of dates with oranges exhibits higher yield compared to all other samples. In fact, acidity can create a
favorable environment for yeast proliferation, thereby improving fermentation efficiency. Furthermore,
microbiological analyses demonstrated the product's effectiveness against clinical strains. Infrared analysis
revealed the presence of characteristic ethanol groups, such as CH, OH, and CO. The results also showed the
possibility of using orange juice, apple juice, beet juice, orange juice with peel, and orange peel as substrates
for alcohol production through anaerobic bioconversion in the presence of Saccharomyces cerevisiae yeast, with
fermentation yield depending on the quality of the raw material used, pH, and the quantity of yeast added. In
light of these findings, we observed that the utilization of this biotechnology allows for obtaining a local product
and promotes the valorization of agricultural waste.

Keywords: Bioethanol, alcoholic fermentation, agricultural waste, Saccharomyces cerevisiae, environment.




