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Résumeé

Le présent travail est constitué de trois parties :

La premiére partie concerne 1’évaluation de la charge organique des sous-produits de
I’industrie oléicole et laitiere (margines, lactosérum) et la possibilité de leur dégradation par
les processus biologiques. L’analyse de ces déchets en se basant sur les paramétres DCO et
DBO5, a montré que les margines sont plus polluants que le lactosérum qui est plus facile a

épurer par les procédés biologiques.

La deuxieme partie s’intéresse a 1’étude de la fermentation des margines en discontinu au
niveau du laboratoire par des souches de levures thermo tolérantes en suspension afin de
produire le bioéthanol. Les différents protocoles de dégradation des polyphénols et la matiere
organique, optimisation des concentrations des margines, cinétique de croissance dans le
grand volume, ont montré que la souche H2b1 en comparaison avec les deux autres souches
(Gr2 et Grl) est la plus adaptée a la fermentation alcoolique du déchet etudié qui est

hautement nuisible a 1’environnement.

La troisieme partie de ce travail concerne la synthése du bioéthanol par la culture en batch
a I’échelle laboratoire de trois souches KL3, B et 63 sur le lactosérum protéiné et dé protéiné
dans les différents conditions de fermentation. On a constaté que KL3 est performante en
terme de résistance a la température, on vue la grande capacité de production de 1’éthanol et
de masse cellulaire, et que les deux types de lactosérum ont le méme effet sur ’efficacité de
biosynthese, donc le lactosérum dé protéiné est trés utile pour augmenter la rentabilité

économique de sa valorisation en bioénergie.

Mots clés : fermentation en discontinu, souche de levures, Margines, Lactosérum,

Bioéthanol, Biodégradation.
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DBO5 : Demande Biologique en Oxygene en 5 jours
DCO : Demande Chimique en Oxygene
DO  : Densité Optique
ONAS : I’Office National d’Assainissement de Sfax
ONEP : Office Nationale de I’Eau Potable
POU : Protéines d'Organismes Unicellulaires
QSP : Quantité Suffisante Pour
RPM : Rotation Par Minute
YPS : Yeast Peptone Saccharose (Extrait de levure, Peptone, Saccharose)

YPG : Yeast Peptone Glucose (Extrait de levure, Peptone, Glucose)
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Résumé

Le présent travail est constitué de trois parties :

La premiére partie concerne 1’évaluation de la charge organique des sous-produits de
I’industrie oléicole et laitiere (margines, lactosérum) et la possibilité de leur dégradation par
les processus biologiques. L’analyse de ces déchets en se basant sur les parametres DCO et
DBO5, a montré que les margines sont plus polluants que le lactosérum ainsi il est plus facile
a épurer par les procédés biologiques.

La deuxiéme partie s’intéresse a 1’étude de la fermentation des margines en discontinu au
niveau du laboratoire par des souches de levures thermo tolérantes en suspension afin de
produire le bioéthanol. Les différents protocoles de dégradation des polyphénols et la matiere
organique, optimisation des concentrations des margines, cinétique de croissance dans le
grand volume, ont montré que la souche H2b1 en comparaison avec les deux autres souches
(Gr2 et Grl) est la plus adaptée a la fermentation alcoolique du déchet étudié qui est
hautement nuisible a I’environnement.

La troisieme partie de ce travail concerne la synthése du bioéthanol par la culture en batch
a I’échelle laboratoire de trois souches KL3, B et 63 sur le lactosérum protéiné et dé protéiné
dans les différents conditions de fermentation. On a constaté que KL3 est performante en
terme de résistance a la température, aussi possede grande capacité de production de 1’éthanol
et la masse cellulaire, ainsi les deux types de lactosérum ont le méme effet sur I’efficacité de
biosynthese, donc le lactosérum dé protéiné est trés utile pour augmenter la rentabilité
économique de sa valorisation en bioénergie.

Mots clés: fermentation en discontinue, souche de levures, Margines, Lactosérum,

Bioéthanol, Biodégradation.
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e Introduction Générale

Ces derniéres années, le développement de 1’activité agroindustrielle a engendré une large
production de déchets qui sont notamment issus de la transformation des matieres premiere de
I’agriculture. Ceci constitue un vrai probléme environnemental : pollution de I’air, du sol et de
I’eau. Dans cette étude on s’intéresse aux déchets des industries oléicole et laitiere qui sont
caractérisés par une charge organique polluante trés élevée, leur DBO5 et DCO dépasse

largement celles des déchets domestiques (Smithers, 2008).

Pour donner une idée sur I’impact de ces déchets oléicoles au niveau national, considérons
par exemple la région de Feés. Les déchets oléicoles constituent le premier pole de
concentration des unités industrielles (42% des huileries marocaines (Achkari-Begdouri.
1994). On estime que pendant la période Oléicole, les margines pourraient représenter les 2/3
de la pollution biodégradable industrielle de la ville et environ la moitié de la pollution totale
de ’agglomération de Fés. De ce fait, durant cette période, ’Oued Sebou peut étre exempt
d’oxygéne sur plusieurs dizaines de Kilomeétres et par conséquent, toute forme de vie
aquatique disparait (ONEP, 1989). Le suivi de la qualité des eaux de Sebou men¢ par I’ONEP
a montré que I’impact des rejets des Huileries de la ville de Fes et de sa région est fortement

ressenti au niveau des installations de potabilisation.

Parallelement a 1’augmentation des quantités des déchets organiques, au cours des
derniéres décennies, le recours a des sources d'énergie renouvelables recoit un considérable
intérét dans le monde entier. L'énergie de biomasse est l'une des sources prometteuses qui
valorise les déchets organiques : les eaux usées, les résidus agricoles et industriels qui peuvent
étre utilisés pour produire du bio-carburant. La biomasse peut étre convertie a I'état liquide
biologiquement et donner des produits tels que I'éthanol, le méthanol, le méthane et
I'nydrogene par des processus de fermentation (Haagensen et al., 2009). L'éthanol a suscité un
intérét particulier en tant que combustible liquide alternatif pour le transport. Il est d’une
immense importance pour les pays dont I’approvisionnent énergétique dépend fortement des
importations du pétrole brut causant ainsi une facture annuelle assez lourde. Aujourd’hui le
bioéthanol provient de la biomasse constitué par I’amidon et la canne a sucre, ce qui implique

la compétition avec 1’alimentation humaine et animale (Patni et al., 2013).

Dans ce sens, il est essentiel de choisir la voie de traitement et de valorisation des

margines et du lactoserum la plus pertinente pour limiter leur pollution et produire la valeur

e
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ajoutée. Ainsi, notre étude est consacrée a la synthése de bioénergie a partir de ces déchets
par des souches de levures thermophiles caractérisées par une grande capacité de production

de I’¢thanol et une forte performance dans la dépollution de ces effluents industriels.

Objectifs :
- Production de bioéthanol a partir des margines et du lactosérum.

- Dépollution des margines par la réduction de la charge organique (DBO5 et DCO).

- Optimisation du rendement de la production du bioéthanol et dégradation des polyphénols.

- Etude de la cinétique de production de bioéthanol par la souche performante sur les
margines.

- Comparaison de la production de I’éthanol et de la masse cellulaire sur les margines et le

lactosérum.
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Partie I : Revue Bibliographique
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A) Margines

I) Caractérisation physico-chimique des margines

1. Procédés de production de I’huile d’olive et les sous-produits associés

Au Maroc et jusqu’a ces dernieres décennies, le secteur oléicole n’utilisait que des
techniques traditionnelles. L’extraction a été réalisée a I’aide des systémes archaiques de
pression faisant appel a la force animale a défaut de 1’énergie électrique. Avec le
développement du secteur oléicole, les systéemes traditionnels ont cedé la place aux
équipements modernes. Auparavant, 1’extraction était effectuée de maniére discontinue. De
méme, apres le développement des appareils de centrifugation, la séparation de I’huile des

eaux de végétation est devenue moins colteuse (Francesco, 1993).

a. Procédés en discontinu ou systéeme a presse

Ce sont les systemes classiques par pression avec broyeurs. Le broyage des olives
suivi
du malaxage se font sous des meules. Une pate est obtenue au bout d’une demi-heure environ.
elle est composée de grignon et un moit contenant 1’huile et les margines. La séparation des
deux phases solide-liquide se fait par simple pression, alors que I’huile est séparée des

margines par décantation naturelle, le procédé est schématisé dans la figure 1.

10
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Oliviees Bois de Fuill_e. feuilla,
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Girignons épuisés Coauas
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Figure 1: Diagramme de traitement des olives par pression (Nefzaoui, 1987).

b. Procédés en continu ou systeme a centrifugation

L’extraction d’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procédé discontinu. Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec 1’eau chaude et malaxées.
Les phases liquides et solides sont séparées par centrifugation. Le modt subit a son tour une

centrifugation pour séparer I’huile des margines, le procédé est schématisé dans la figure 2.

11
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Séparation par centrifugation de
I"huile et de 'eau
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Figure 2: Procédé d’obtention de I’huile d’olive par le systéme continue (Nefzaoui, 1987).

Certains auteurs rapportent que la DCO des margines provenant d’un procédé d’extraction par
centrifugation varie entre 20 et 200 g d’02/1 de margines (Di-Giovacchino et al, 1988 ;
Martin et al, 1991 ; Hamdi, 1993). Celle des margines produites par les systéemes
d’extraction par pression varie entre 100 et 390 g d’0O2/1 de margines (Di-Giovacchino et al,
1988 ; Mouncif et al, 1993).

2. Propriétés physico-chimiques

Les margines présentent une couleur rose-brune intense ou noire due au polyphénols, avec
une forte odeur d'olive, un aspect trouble, un peu visqueux et un pH de 4 a 6, Leur
composition a eté bien étudiée par les chercheurs et comporte approximativement 90 % d'eau,
7 a 15 % de matieres organiques et 1 a 2 % de substances minérales (Fiestas Ros de Ursinos,
1981).

12
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a. Fraction organique des margines

La composition organique des margines varie en fonction du stade de maturation des
olives, du processus d'extraction, des conditions climatiques et de la variété de I'olivier+. La
DCO et la DB05 peuvent respectivement dépasser les 100 et 200 g/l (Balice et al.1982). Il
contient des polyphénols de haut poids moléculaire, comme I’anthocyane et tanins dont la
concentration atteint 12g/l (Balice et al.1982), et des acides organiques comme acide
fumarique, lactique et glycerique, en plus des lipides, des glucides et des vitamines
principalement les vitamines B, et tous les acides aminés. Les plus abondants sont les acides
aspartique et glutamique et la glycine (Salvemini, 1985).

Ces rejets sont aussi caractérisés par la prédominance de substances toxiques notamment
les composés phenoliques (9.7 g/l) (Ranalli, 1991a, Capasso et al., 1995 ; Capasso, 1997).
Ces derniers sont divisés en plusieurs classes qui dépendent des caractéristiques structurales
de leur squelette carbong, ils contient des acides phénolique et aldéhyde, flavonoides, tannins
et lignines (Shahidi et al., 2003), Les différents pourcentages des composés phénoliques sont

portés dans le tableau 1.

Tableau 1: Concentration des composés phénoliques dans les margines

Composés phénoliques Pourcentage (%) Références
Acides phénoliques Lesage et al., 2001
Acide coumarique 0.021
Acide caféique 0.0072
Acide vanillique 0.017
Tyrosol 0.014 Capasso et al., 1992
Hédroxytyrosl 0.002
Flavonoides
Lutéoléine 0.014 Vinha et al., 2005.
Luteolin 7-O-glucoside 0.021
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b. Fraction minérale des margines

La fraction minérale des eaux de végétation a été complétement analysée par (Salve mini,

1985) et rapportée dans le tableau 2.

Tableau 2: Composition minérale des margines

Elément chimique Concentration (mg/l)
Phosphore (PO4) 800.6

Chlore (CI") 270.2

Sulfate (SO%) 16.68
Sodium 5370.9
Potassium 15295.5
Calcium 1167.6
Magnésium 410.3

3. Caractérisation microbiologique des margines

Les substances phénoliques contenues dans les margines sont potentiellement toxiques et
inhibent le développement des microorganismes en présence ou en absence d’oxygene. Des
chercheurs ont identifiés un certain nombre de flavonoides, de phénols et des glucosides
phénoliques qui ont la propriété d’inhiber le développement de certaines bactéries dont les
lactobacilles et les champignons. D’autres substances, tels que les acides gras et leurs dérivés
inhibent les bactéries sporulés du sol. Toutefois, plusieurs microorganismes se développent

sur les margines et les utilisent comme source de carbone (Vazquez et al. 1970).

I1) Impact des margines sur I’environnement

Les margines, effluents d'extraction de I'huile d'olive, posent de sérieux problémes de
pollution par leur concentration élevée en matiéres organiques et en poly phénols. Des études
de toxicité et de biodegradabilité ont montré que les composés phénoliques qui sont de nature
humiques, sont responsables de la coloration noire trés peu toxiques et difficilement
biodégradables par contre, les composés tanniques sont tres toxiques mais biodégradables.

En effet, le rejet des margines reste jusqu’a présent un probléme écologique

prépondérant Ainsi qu’un redoutable souci pour les pays producteurs d’huile d’olive ou de

14
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larges volumes sont produits dans des intervalles de temps trés brefs s’étendant de Novembre
jusqua Avril. L'absence de méthodes de traitement adaptées pousse les propriétaires
d'huileries a rejeter ces eaux dans la nature sans aucun contrdle (Fiorentino et al., 2003).

1. Pollution des eaux

Les margines sont rejetées le plus souvent dans des récepteurs naturels, des cours d’eau,
sans aucun controle préalable et nuisent fortement a la qualité de ces eaux de surfaces; la trés
forte charge en matiéres organiques empéche ces eaux de s'auto-épurer et la pollution peut
s'étendre sur de tres longues distances (Mébirouk et al., 2002).

La coloration des eaux naturelles due aux tannins est I'un des effets les plus visibles de la
pollution. De plus, la teneur élevée en sucres réducteurs provoque la prolifération des micro-
organismes qui y profitent comme substrat, ceci diminue la disponibilité de 1’oxygene dans
I’écosystéme aquatique, de méme que 1’accumulation du phosphore provoque 1’eutrophisation
des eaux (Lacomelli, 2000).

En outre, I’épandage des margines, trés riches en éléments azotées, peut causer la pollution
des nappes souterraines situées dans la zone ou a proximité du site d’épandage et souiller la
qualité de 1’eau potable ; or dans le bassin méditerranéen, les ressources en eau sont rares et
leur préservation, tant que quantitativement que qualitativement est capitale. Ensuite, Les
lipides présents dans les margines forment un film imperméable a la surface des riviéres et ses

bords empéchent la pénétration de la lumiére et ’oxygene (Benyahia et Zein, 2003).

2. Pollution des sols

Les composés phénoliques, les acides organiques, le pigment et la haute salinité
(conductivité élevée) peuvent causer des effets phytotoxiques sur les oliviers (F.A.O, 1983).
Ils provoquent une diminution de la matiéere seche en diminuant la disponibilité de I'azote, en
plus de leur toxicité pour certains micro- organismes. Les acides, les éléments minéraux et les
substances organiques aboutissent a une destruction de la capacité d’échange cationique du
sol (CEC), par la suite, une augmentation de la stérilit¢ du sol. qui augmente suite a I’action
altérante des acides, des minéraux et des composés organiques (Filidei et al., 2003).

La forte acidité des margines a un impact négatif sur le sol et ses constituants. La
microflore Bactérienne du sol peut étre détruite suite a I'acidification du milieu. Par ailleurs le
caractére visqueux des margines entraine la formation d'un dépdt huileux qui provoque

L’imperméabilisation du sol dans un premier lieu et son asphyxie par la suite (Cadillon 1991).

e
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3. Pollution d’air et du paysage

Les fortes teneurs en sels des eaux de végétation, leur forte charge et leur acidité
sursaturent le milieu récepteur et provoquent des conditions d'anaérobioses propices aux
dégagements d'odeurs désagréables liées a la formation d'acide H,S lors du processus de

fermentation. Les odeurs encombrent fortement les bordiers du cours d’eau (Manahan, 1994).

I11) Traitement des margines

Jusqu’a maintenant, le traitement des margines constitue un probléme complexe vue la
qualité et la quantité des substances chimiques qu’elles renferment. Donc, 1’application d’un
traitement simple s’aveére insuffisant (Ranalli, 1991a ; Hamdi, 1993a). Plusieurs systémes
d’épuration des margines sont cités dans la littérature. Les procédés de traitement dont nous
avons pris connaissance sont multiples. Toutefois, les procédés de traitement envisageables
pour I’¢limination de la charge polluante des margines peuvent étre classés selon trois
catégories : procedés physiques, procédés chimiques, procedés biologiques. Le choix du
systeme de traitement approprié est lié a plusieurs facteurs locaux, a savoir le systeme utilisé
pour I’extraction d’huile, la possibilité de stockage et le rapport entre la charge produite par

les huileries et la population locale (Francesco, 1993).

1. Procédés physiques

Les méthodes de traitement physique des margines restent des opérations de séparation de

matieres minérales et organiques solubles et insolubles de leur phase aqueuse.

1.1 Processus thermiques
1. 1. 1Distillation

La technique adoptée est la distillation étagée avec une circulation naturelle pour les deux
premiers étages et une circulation forcée pour le troisieme. Le taux de dégradation pour les
trois étages est de 90% de DCO. Cependant, le distillat est d’une DCO de 10 g d’O,/1 et le
condensat contient des concentrations appréciables en composeés volatiles. Par conséquent, un
traitement complémentaire est nécessaire au distillat avant son rejet ou sa réutilisation en
irrigation ONAS en 1977).
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1.1.2 Incinération

Ce procedé permet d’évaporer au début la phase aqueuse des margines et de briler ensuite
les matieres organiques. Ces derniéres forment le pouvoir calorifique et cédent ainsi la chaleur
nécessaire a l’incinération. Les margines sont introduites dans un four ou elles seront
évaporées et le résidu solide sera transformé en cendres avec production de chaleur. L’énergie
nécessaire au systéme est obtenue par combustion de grignon (Ranalli, 1991b). Un systéeme
d’incinération a été congu en 1981 en Italic impliquant la construction d’une usine modulaire
pour traiter les margines (Baccioni, 1981). Celles-ci subissent une centrifugation, puis une

incinération par des échanges thermiques a haute température s’élevant jusqu’a 750-850°C.

1.2 Techniques membranaires

Les margines peuvent étre aussi traitées par des méthodes membranaires. Ces processus se
basent sur 1’utilisation de membranes de filtration qui permettent la séparation des substances

dissoutes selon la taille des particules.

1.2. 1 Ultrafiltration

Ce procédé repose sur la filtration a travers une membrane permettant la rétention des
macromolécules de masse moléculaire supérieure a 500 g/mol. La séparation se fait sous
I’effet d’un gradient de pression de 3 a 10 bars. C’est une technique qui est actuellement
appliquée a I’échelle industrielle pour le traitement des eaux de végétation. Les tests
d’ultrafiltration ont donné un liquide limpide (Reimers, 1983 ; Renzo et Amirante, 1988 ;

Ranalli, 1991a).

1.2.2 Osmose inverse

L’osmose inverse permet de séparer une solution en deux phases : I’une concentrée et
I’autre diluée sous une pression allant jusqu’a 80 bar. Des essais de traitement des margines
ont été réalisés par cette technique (Reimers, 1983 ; Renzo et Amirante, 1988), les margines
obtenues étaient incolores (Ranalli, 1991a).

Bien que le probléme de traitement des margines soit partiellement résolu par les procédés
physiques, certains inconvénients peuvent limiter leur utilisation; notamment 1’apparition

d’une forte pollution solide a la fin de cette opération et le colt elevé des installations.
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2. Procédés chimiques

Le traitement chimique des margines est appliqué afin de réduire I’intensité de leur
coloration (Chamrani, 1994 ; Balice et al, 1997). Il peut étre utilisé en tant que traitement
préliminaire ou traitement de finition apres épuration biologique. Ces techniques sont basées

géneralement sur les phénomenes de coagulation-floculation ou d’adsorption.

2.1 Coagulation-floculation

La coagulation est parmi les méthodes les plus efficaces pour éliminer les matieres
organiques en suspension et colloidales. Elle consiste a traiter les margines avec des produits
tensioactifs ou certains coagulants. Ce traitement est certainement le moins colteux (Castillo-
Rivera, 1999). Fiestas Ros de Ursinos (1958) a obtenu des réductions de 35% et de 31% de la
matiere organique en utilisant respectivement des sels de fer et des sels d’aluminium. La
coagulation par la chaux a donné une réduction de la DCO de 40 a 50% (Mendia et Procino,
1964 ; Beccari et al., 1999).

Ce processus peut étre utilisé aprés traitement biologique pour éliminer les matieres en
suspension et les polluants résiduels (Fiestas Ros de Ursinos et Borja, 1992). L’inconvénient
majeur de ce traitement réside dans le fait qu’on a un simple transfert de la pollution de 1’état
soluble a 1’état boueux. En plus, la plupart des composés organiques contenus dans les

margines sont difficiles a précipiter.

2.2 Adsorption

L’adsorbant le plus utilisé pour éliminer les polluants organiques des eaux résiduaires est le
charbon actif. Cependant, il est non seulement une matiére relativement chére, mais apres
saturation, le co(t de régénération pour sa réutilisation est élevé. Encoure 1’adsorption sur
charbon actif est généralement limitée pour I’¢limination des substances non polaires
(Diamadopoulos et al., 1992). Ainsi, d’autres adsorbants organiques et inorganiques de
substitution ont été étudiés ces derniéres années (Beccari et al.,1999) ont montré que le
prétraitement des margines par adsorption sur bentonites permet d’obtenir une bonne
réduction de la DCO allant jusqu’a 61,6% a pH 6,5. (Oukili et al., 2001) ont utilisé aussi ce
processus d’adsorption sur des argiles de Fés. Ils ont remarqué apres optimisation du systeme
un taux d’abattement de la DCO de I’ordre de 86%.
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Ce méme procédé a ete réalisé par (Al-Malah et al., 2000), les pourcentages d’élimination
des polyphénols et de la DCO sont de I’ordre 81% et 71% respectivement. La réalisation de ce
procédé a grande échelle rencontre plusieurs difficultés, vu I’importance de la quantité
d’argiles utilisée. Vue la forte charge organique contenue dans les margines, ces procedés
chimiques nécessitent 1’ajout de grandes quantités de réactifs. Ce qui pose le probléme de la
production des boues putrescibles et du colt élevé des réactifs sans valeurs ajouté qui va
compenser les charges de traitement.

3. Procédés biologiques

La bio dépollution définie comme étant la décomposition de la matiére par le biais d’un
agent biologique en particulier, les micro-organismes. Ces derniers jouent un role trés
important dans le processus de depollution et permettent la réduction de la toxicité des
éléments polluants engendrés par I’activité naturelle ou humaine (Ranalli, 1991a). La
dégradation biologique a 1’opposé des procédés physico-chimiques est considérée comme une
méthode plus saine, efficace et moins colteuse pour la réduction des polluants (Hamdi, 1993a

; Hamdi, 1993c). Plusieurs procédés deja étudiés dans ce cadre a titre d’exemples :

3.1. Traitement anaérobie des margines

La fermentation anaérobie peut étre utilisée comme un moyen de traitement et de
valorisation des margines en bioénergie ( Erglder et al.,2000; Fountoulakis et al., 2002). En
effet, la digestion anaérobie des margines offre des avantages significatifs en matiere de
réduction de la consommation d’énergie et de la production de boues de qualité agronomique.
De plus, elle a révélé des performances élevées en comparaison avec le traitement anaérobie
des autres rejets industriels agroalimentaires (Anderson et al., 1977). Parmi les avantages de
ce type de traitement :

- les bactéries anaérobies ont la capacité de transformer en méthane la plupart des substances
organiques présentes.

- la demande de nutriments est faible.

- les mauvaises odeurs ne sont pas émises.

La digestion anaérobie permet une réduction de la DCO de 1’ordre de 70% a 85%. Son
rendement est proportionnel a la concentration des micro-organismes (Martin et al., 1991).
(Di Gioia et al. 2001b) ont montré que la co-culture des deux bactéries Ralstonia sp et
Pseudomonas putida en anaérobiose a permis la dégradation de 7 parmi 9 composes
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aromatiques monocycliques présents dans les margines. Le probléme majeur rencontré lors du
traitement anaérobie des margines par la majorité des chercheurs est le démarrage de leurs
digesteurs. En effet, la stabilité de ces derniers est trés longue si les margines sont tres
concentrées. Le traitement anaérobie des margines comprend plusieurs procédés, a titre

d’exemple :

3.1. 1. Digesteur

Ce procédé est défini comme les boues activées anaérobies. Elles ont été étudiées par
plusieurs auteurs (Antomacci et al., 1981 ; Fiestas Ros de Ursinos et al., 1982 ; Aveni, 1984).
Un abattement important de la matiere organique (80-85% de DCO) a été achevé lors du
traitement des margines dans une installation pilote pour un temps de séjour de 20-25 jours
(Martin et al., 1991). La production de méthane a été de 60-70% en terme de rendement.

L’efficacité de ce systéeme est variable.

3.1. 2. Lit de boues a flux ascendant

Ce processus a eté développe pour la premiére fois en Hollande (Lettinga et al., 1980).
Puisque la pollution contenue dans les margines est principalement soluble et colloidale
(90%), ce procédé a donné de meilleurs résultats par rapport aux autres procédés anaérobies
(Boari et al., 1984). Le probléme principal rencontré était la formation de mousse liée a la
surcharge organique des margines pendant le démarrage. Ce probléeme a été résolu par
dilution de margines et augmentation de la teneur en azote (DCO/N de 170/1).

L’inconvénient de traitement anaérobie, reste toujours non satisfaisant, puisque une fraction
considérable de composés phénoliques persiste dans 1’effluent traité (Borja et al., 1995b ;
Beccari et al., 1996, 1998). Cette digestion anaérobie peut étre inhibée par les acides gras a
chaine longue, notamment ’acide oléique (Koster et Cramer, 1980). De méme, a partir d’une
concentration de 100 mg /I d’acide phénolique dans les margines, les bactéries méthanogénes
sont inhibées (Hamdi et al., 1991b).

3.2 Traitement aérobie des margines

Des études ont été réalisées sur le traitement aérobie des margines, par des cultures pures
de micro-organismes Aspergillus terreus et Pleurotus ostreatus (Garrido Hoyos et al., 2002 ;
Fountoulakis et al., 2002). Les tests de toxicité réalisés sur la germination de quelques plantes

ont montré une diminution de la toxicité des margines traitées par ces micro-organismes

e
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(Hamdi et al., 1993b ; Martirani et al., 1996 ; Ehaliotis et al., 1999 ; Kissi et al., 2001).
D’autres travaux ont prouvé I’efficacité du traitement aérobie par des cultures mixtes. Une
dégradation considérable de deux composés phénoliques les plus représentatifs dans les
margines (tyrosol et I’acide caféique) a été obtenue en utilisant les micro-organismes isolés
des margines (Borja et al., 1995c).

(Sayadi et Ellouz 1992, 1993, 1995) ont étudié la possibilité de traiter les margines en
aerobiose avec des champignons. Comme les margines présentent un déficit notamment en
matiére azotée, ces auteurs ont procédé a 1’ajout des nutriments.), cette étude a révélé que
I’ajout du veratryl alcool induit ’activation du systéme ligninolytique qui joue un rdle
principal dans la dégradation des composés phénoliques des margines. Par conséquent, ils ont
obtenu environ 74% de décoloration des margines. (Zouari et Ellouz, 1996). Robles et al.
(2000) ont isolé a partir des margines des souches de Penicillium sp capables de dégrader les
polyphénols et de produire la biomasse a partir des margines brutes (DCO : 120 g d’02.1-1).
Les résultats enregistrent un taux de réduction de la DCO qui se situe entre 61,82% et
74,75%.

D’un autre c6té la Co-culture des souches de bactéries a révélé leur capacité de dégrader
en conditions aérobies les composés aromatiques monocycliques présents dans les margines
(Di Gioia et al., 2001a ; Bertin et al., 2001). Au Maroc, le traitement aérobie des margines a
pH neutre par les micro-organismes du sol a permis d’éliminer 70% des composés
phénoliques et de réduire 63% de la DCO initiale.

L’inconvénient dominant du traitement aérobie est la consommation excessive d’oxygene.
En général, le traitement des margines par 1’application seule des procédés biologiques a
donné des résultats insuffisants (Ranalli, 1991a). Ceci est di en grande partie a la présence de
fortes charges organiques polluantes représentées particulierement par les composés
phénoliques. Ces composés constituent des inhibiteurs de la flore microbienne responsable de
la biodégradation (Borja et al., 1994a ; Beccari et al., 1996 ; Yesilada et Sam, 1998). Le
traitement biologique des margines en plusieurs €tapes s’avere nécessaire pour obtenir un

meilleur rendement épuratoire (Ranalli, 1991a, 1992 ; Hamdi, 1993a)
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V) Voies de valorisation des margines

Pour pouvoir étre recyclés et /ou valorisés, les « déchets » organiques ne doivent plus étre
considérés comme des résidus dont il faut se débarrasser mais comme des matieres premiéres
qui peuvent présenter un intérét soit agronomique (fertilisation, apport de matiere
organique...), soit matiere (alimentaire ou industriel), soit énergétique. Par ailleurs beaucoup
d'efforts ont été consacrés a I'élimination des polyphénols dans les margines, car ils sont plus
toxiques, par des approches physico-chimiques ( Khoufi et al, 2006) ou par dégradation
biologique (D'Annibale et al, 2004).

Dautre part, les polyphénols naturels se sont avérés avoir une large application dans la
santé humaine et la conservation des aliments (De Leonardis et al, 2007; Soni et al. 2006.)
Ainsi, la fraction phénolique des margines représente une stratégie économiquement
intéressante, surtout si les solvants alimentaires compatibles sont employés dans I'extraction
du produit (Bertin et al, 2011; Ferri et al, 2011). En effet, I'exploitation des margines peut
¢galement étre adressée vers la production de produits chimiques d’origine biologique a
valeur ajoutée. Par exemple, la production de bio polymeére tel que polyhydroxyalcanoate.
Voici quelques exemples concrets de valorisation de ce déchet par la voie de la

biotechnologie et la physico- chimie:

1. Utilisation des margines comme fertilisant

Les margines peuvent étre utilisées comme engrais en apportent 3,5 a 11 kg de potasse,
0,6 a 2 kg d’acide phosphorique et 0,15 a 0,5 kg de Manganéese par m3. Les essais réalisés
permettent de fixer certaines précautions a savoir :
* Ne pas dépasser la dose de 30 m*/ha/an.
* Arroser toujours entre les arbres.
* Pour les cultures annuelles, arroser au moins 1 mois avant la récolte, pour éviter les effets
phytotoxiques et ne jamais arroser pendant la période de végeétation (Fiestas Ros de Ursinos,
1986).
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2. Protéines d'organismes unicellulaires (POU)

Les cultures de levures en fermenteurs aérés sur les margines produisent des protéines
d'organismes unicellulaires qui peuvent étre employées pour l'alimentation animale. Les
principaux travaux de production de levures-aliments a partir des margines sont reportés dans
le tableau 3.

Tableau 3: Utilisation des levures pour la production de POU

Souche Biomasse en g/l Références
Candida utilis 13 Fiestas Ros de Ursinos et al.,
1981
Saccaromyces cerevisiae 18-26 Ercoli et Ertola., 1983
Candida Tropicalis 20-26 Giulietti et al., 1984

3. Méthanisation des margines

Les différents groupes bactériens impliqués dans le processus de méthanisation en
présence des acides phénoliques des margines, ont montré que pour faciliter le démarrage de
la méthanisation des margines, le nombre de bactéries méthanogenes devrait étre tres
supérieur a celui des bactéries acidogenes. Ces problémes d'acidification et d'inhibition
peuvent étre surmontés, en diluant les margines de facon a obtenir une activité lente des
bactéries acidogénes. Cependant la dilution des margines n'est pas toujours envisageable en
raison du manque d'eau; dans certains cas, elle diminue également la capacité volumique des
digesteurs. Avec ces problémes d'acidification et de toxicité, la méthanisation des margines se
heurte également au probléme de la biodégradation des composés aromatiques simples et

complexes.

Cependant, le probléme rencontré par tous les auteurs a été le démarrage de leurs
digesteurs. La stabilisation des digesteurs est trés longue si les margines sont concentrées. De
plus, durant le démarrage, quand on ajoute la margine, l'acidification par les microorganismes
augmente rapidement et la méthanisation est inhibée a la fois par I'acidité et par les composés
phenoliques. Ces mémes auteurs ont noté que les probléemes de démarrage pouvaient étre

résolus en diluant les margines et en ajoutant de I'urée (Boari et al., 1984).
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4. Production des enzymes

La production industriel des enzymes est possible par les levures et champignons
filamenteux en utilisant les margines. Les principaux enzymes obtenus a travers le traitement
par ces microorganismes sont lipases, laccases, peroxydases et pectinases sont produits a
partir des margines inoculés par Cryptococcus albidus mais des lipases ont été obtenues a

partir de souche Yarrowia lipolytica (Goncalves et al 2010).

5. Effet antioxydant des margines

Si les margines sont proprement gerées, elles seront moins chéres et une source pertinente
des antioxydants naturels (Niaounakis and Halvadakis, 2006) a cause de leur teneur élevée en
substances phénoliques, les polyphénols sont des composés organiques solubles dans 1’eau et
ils sont abondants dans les margines (Obied et al, 2007). Plus de quarante molécules
phénoliques ont été identifiées dans les eaux de végétation, avec I’hydroxytyrosol qui est la
principale molécule phénoligque vue a sa forte capacité antioxydant (Tsimidou et al., 1992).

En générale tous les composants phénoliques possédent un effet antioxydant, leur action
est 1’élimination des radicaux libres dans les cellules, ce qui leur permet la protection contre
I’oxydation a cause du stress appliqué sur les biomolécules comme les protéines, lipides et
I’ADN (Boskou, 2006). En plus comme des substances naturelles possédant un grand
potentiel antioxydant, elles présentent un bon prix de commerce, et leur vraie demande est
dans la cosmétique, la pharmacie et ’industrie des aliments. D’autre part, si les polyphénols
sont laissés sans aucun traitement, les margines seront graduellement oxydés et/ou
polymériser rendant les eaux de végétation plus toxiques (Chatzisymeon et al., 2009b ; Celano
et al., 2008; Martirani et al., 1996).
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V) Bioéthanol de deuxiéme genération

1. Production d’éthanol a partir la matiere lignocellulosique via la voie biochimique

La conversion biochimique des matériaux lignocellulosiques gréace a la saccharification et
la fermentation est une voie majeure pour la production de bioéthanol. La transformation de la
matiere lignocellosique en bioéthanol est difficile en raison de la nature résistante de la
biomasse; les variétés de sucres qui sont libérés lorsque les polymeres de cellulose et
d'hémicellulose sont rompues et la nécessité des organismes performants ou génétiquement
modifiés, les colts de collecte et de stockage de la biomasse, mais le bioéthanol de deuxiéme
génération ne présente pas une compétition avec 1’alimentation humain contrairement au
bioéthanol de premiére génération (Taherzadeh et al., 2008). La figure 3 récapitule le

processus de conversion de lignocellulose en éthanol.

A = = Intermédiaires
Chaine de valorisation globale : |
voie biochimique e ]
Ligno- J|  Cellulose . .
P > Gl
cellulose Pré-traitemen Libérée Hydrolyse —
Sucres de
> I’hémicellulose
fermentation

éthanolique

Ethanol

Figure 3: Voie générale de la production de bioéthanol a partir la matiére lignocellulosique (Ogier et al, 1999)
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2. Effet de I’éthanol sur la cellule de levure

L’éthanol produit au cours d'une fermentation inhibe la croissance des levures et sa
propre production. La croissance commence a étre inhibée a partir de 20-40 g/l, pour
une inhibition compléte a partir 70 a 100 g/l (Casey & Ingledew, 1986), alors que la
production d'éthanol peut se poursuivre jusqu'a 150 g/l (Alfenore et al., 2004). Différents
parametres de conduite de la fermentation peuvent influencer la tolérance a I'éthanol. Le
plus important est sans doute la température, qui accentue I'effet inhibiteur de I'éthanol
(Gao & Fleet, 1988). Une diminution du rendement de production d’éthanol,
accompagnée d’une augmentation de la production de glycérol et d’une chute accélérée de la
viabilité cellulaire sont observées lorsque la température de culture est supérieure a
35°C (Aldiguier et al., 2004).

L'aération pourrait également avoir un réle plus ou moins direct. Une aération
importante (pression partielle en oxygéne dissous pO, supérieure a 20 %) au lieu d'une
micro-aération (apport d'air dans l'espace de téte du fermenteur) permet d'augmenter la
teneur finale en éthanol de 131 a 147 g/l (Alfenore et al., 2004). L'aération a également une
influence sur la pression partielle en CO, (pCO,) dans le milieu de culture : plus la pO; est
importante, plus la pCO; est faible. Le CO, étant reconnu comme un important
inhibiteur de la croissance chez S. cerevisiae (Dixon & Kell, 1989), I'aération pourrait
limiter son effet sur les cellules.

Enfin, un apport optimisé de vitamines permet la croissance et la tolérance a I'éthanol
/Alfenore et al. (2002) ont montré qu'un apport des vitamines a chaque doublement de
population (au lieu d'un seul apport en début de culture) permettait la croissance jusqu'a 115
g/l d'éthanol (au lieu de 100 g/l) et la poursuite de l'activité fermentaire jusqu'a 147 g/l
d'éthanol (au lieu de 126 g/l). Ces améliorations sont attribuables a un meilleur
maintien de la viabilité cellulaire.

L'éthanol est connu pour étre un inhibiteur de la glycolyse. Des études in vitro ont
montré par exemple que les activitéts de la phosphoglycérate kinase , la
phosphoglycérate mutase et la pyruvate décarboxylase étaient inhibées par I'éthanol (Millar
et al., 1982). L'éthanol agit également en s'intercalant dans les membranes et
l'augmentation de la fluidité membranaire qui en résulte augmente la perméabilité de la
membrane aux protons et a d'autres composés (Salgueiro et al., 1988), et perturbe le
fonctionnement des enzymes membranaires, notamment des transporteurs et de I'ATPase
(Alexandre et al., 1994).
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La présence d'éthanol affecte ainsi I'assimilation de certains composés comme le glucose
(Ledo & van Uden, 1982), certains acides aminés (Ledo & van Uden, 1984). En réponse a
I'effet fluidifiant de I'éthanol, une modification de la composition de la membrane plasmique
permet a la cellule de moduler la fluidité membranaire (Swan & Watson, 1999). Ainsi, la
présence d'acide oléique (You et al., 2003) permettrait d'améliorer la tolérance a I'éthanol .

Par ailleurs, I'éthanol a pour effet d'abaisser de maniére importante l'activité de I'eau, a un
niveau tel que cela déstabilise la structure des membranes, affecte le fonctionnement
des enzymes et modifie la configuration de I'ADN (Hallsworth, 1998). Se substitue I'eau,
I'éthanol perturbe les liaisons hydrogéne qui interviennent dans la stabilisation de nombreuses
structures cellulaires. Le tréhalose joue un réle important dans la tolérance a I'éthanol, selon
un mécanisme similaire a celui qui lui permet de stabiliser les membranes et les

protéines lors de la déshydratation (Leslie et al., 1995)

B. Lactosérum

I) Caractérisation physico-chimique du lactosérum

1. Procédé de production de petit lait

La fabrication du fromage peut étre décomposée en quatre grandes étapes présentées dans
la figure4:
-Le caillage ou coagulation : sous I’action de ferments (bactéries) ou de pressure (enzymes)
les protéines du lait coagulent pour former le caillé. La majeure partie des protéines et des
graisses du lait sont retenues dans le caillé
-L’égouttage : on retire I’excédent liquide du caillé : on obtient le lactosérum ou petit-lait,
qui contient encore des matiéres grasses. Le caillé est finalement moulé.
-Le salage : le salage favorise la bonne conservation du fromage et accélére le séchage et la
formation de la crodte.
-L’affinage ou maturation : la pate se transforme sous I’action de la flore bactérienne, il
s’effectue a une température et une humidité optimale selon le type de fromage.

Il faut environ 11 kg de lait pour faire 1 kg de fromage sec. Il reste donc 10 kg de petit-lait.

Le schéma 4 présente le procéde de production de fromage (Onwulata et al 2008).
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Figure 4:Procédé de production de fromage et petit lait (Office Fédéral de I’énergie France, rapport 2004)

Le lactosérum défini comme étant la partie liquide restant apres la séparation de la caille qui
résulte de la coagulation acide ou enzymatique du lait. 1l représente environ (85-95%) du
volume de lait et impose une forte demande biochimique en oxygéne (DBO) de 20-50 g/l et
une demande chimique en oxygene (DCO) de 60-80 g/l .Le type et la composition du

lactosérum dépend de la technique du traitement dans les usines laitiéres (Siso et al., 1996).

Les constituants du petit lait sont reportés dans le tableau 4.

Tableau 4: Composition du lactosérum doux et acide (BURGAUD 1969).
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Composition Lactosérum doux Lactosérum acide
Liquide % 93.5 94
Extrait sec % 6.5 6
Lactose (g/l) 76 74
Protéines (g/l) 135 12
Cendres (g/l) 8 12
Acide lactique (g/l) 1.8 1.8
Matiére grasse (g/l) 1 0.5
Ca% 0.6 1.8
P % 0.6 1.5
NaCl % 2.5 7.5

Les principaux composants du lactosérum doux ou acide, aprés ’eau vient le lactose
(environ 70-72% des solides totaux), les protéines (environ 8-10%) et les minéraux (environ
12-15%) (Tableau 4). Le pH du lactosérum est variable selon sa provenance et le procédé de
transformation. Pour le petit lait doux le pH= 6.70, concernant le lactosérum acide le pH=

4.60, la viscosité de ces liquides est moyenne (Pesta et al., 2007)

I1) Voies de la valorisation du Lactosérum

1. Production des protéines et du poudre de lait

Le souci des gestionnaires industriels d'améliorer la rentabilité des entreprises et de
diminuer la charge organique des eaux usées a entrainé un changement de perception vis-a-vis
de ces sous-produits. Depuis 1965, on retrouve des séchoirs a lactosérum dans les plus
grandes fromageries et depuis 1984 on s'intéresse a la concentration de ses protéines. La
valorisation des protéines du lactosérum pose en revanche un autre probléme : le perméat
produit par ultrafiltration est en fait une solution composée de lactose avec des sels minéraux,
de I'acide lactique, des composés azotés et des vitamines (De Haast et al., 1985, ).

Ce produit a actuellement des débouchés commerciaux limités. Les procédés d'extraction
du lactose sont connus mais demeurent trés colteux, ce qui fait en sorte que cette avenue de
valorisation n'est pas a la portée de tous les industriels (Jacques, 1993), Le lactose est ainsi
transformé en un acide acétique, l'acide propénoique et l'acide butyrique. Ces acides ont la

propriété d'étre utilisables par I'industrie alimentaire comme précurseur d'aromate (Morin et

e
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al, 1994) ou comme agent de conservation (Jacques, 1993).En principe il existe plusieurs voie
de valorisation du lactosérum dans les différentes industries, par exemple en domaine
pharmaceutique et agroalimentaire. Avec le temps la stratégie de mettre en valeur de
coproduit est devenue plus diversifiée. La figure 5 présente quelques produits obtenus a partir

du lactosérum.

l Lalt ]

Caillé l Lactosérum

Poudre de lactosérum

PFoudne de 13 Toserum deéminéralisé

Concentre de proteines Froteines isolees
de lactosérum

Figure 5: Quelques chemins de valorisation de lactosérum (Jacquet et al., 1999)

2. Affouragement bovin

- Vaches laitiéres

Le petit-lait peut étre affouragé aux vaches laitiéres. C’est un aliment trés appétent, mais
compte tenu de sa concentration élevée en sucres, il présente un risque d’acidose rumine. Sa
consommation doit donc étre limitée. De plus, & la différence des céréales, il ne stimule pas
I’activité de la panse bovine. Contrairement aux porcs ou le petit-lait est incorporé a la ration
de « soupe », les bovins le consomment a 1’état liquide. Petit-lait remplace le fourrage de base
(Bleiker et al 2002).
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3. Valorisation énergétique
a. Production de bioéthanol

La filiere bioéthanol peut apporter une contribution significative a la réduction des
émissions de CO, dues aux transports. Le bioéthanol a partir du lactosérum se base sur la
fermentation alcoolique du lactose, puisqu’il est le sucre le plus abondant dans ce coproduit,
mais le plus important dans le procédé de fermentation, c’est la sélection de microorganismes
qui ont une grande capacité de fermenter le lactose en éthanol dans un délai trés court et en
présence d’oxygene. Avec I’étude bibliographique, il est démontré que les levures de genre
kluveromyces possédent cette capacité typique. Une fois le lactose hydrolysé en glucose et
galactose, les deux sucres sont ensuite utilises au cours de la glycolyse pour produire de
I’ethanol et du dioxyde de carbone selon la réaction de Gay Lussac CgH1,0s —2C,HsOH +
2CO; (Yang et al., 1995 ;Zafar et al., 2006), la figure 6 résume le procédé de production de
I”éthanol a partir du petit lait.

Séparation
des - Lactosérum
protéines ' @ -

lnctosérum [l

propagation
du

levure

W L [ Distillation ﬁ“

Figure 6: Principales étapes de la production de I’éthanol a partir du lactosérum (TEBBOUCHE Latifa., 2012).
b. Production de biogaz

La digestion anaérobie ou méthanisation consiste a transformer la matiére organique
(sucres, protéines et graisses) en 1’absence d’oxygéne pour produire du biogaz, c’est a dire un
mélange de méthane et de gaz carbonique. La transformation est réalisée par un ensemble de
bactéries anaérobies. Dans certains cas et pour des substrats particuliers (eaux usées
industrielles, déchets alimentaires...), le processus (résumé dans la figure 7) peut étre réalisé

B ———————————————
31




Mémoire de Fin d’études 2014-2015

en deux étapes dans deux cuves différentes, 1’une pour I’acidification et ’autre pour la
méthanisation. L'idée de base c’est que les deux étapes de digestion anaérobie ou de
production d’hydrogéne et de méthane peut avoir lieu dans deux bioréacteurs séparés en série
(Heg Z et al., 2008).

Matiére organique
(lipides — amidon — protéines)

acidolyse l hydrolyse

Acides gras volatiles (acide acétique, C;, C,)
Alcools (méthanol, G, C;)
Hydrogéne (H,)

i acétogeneése

Acétates — Hydrogéne — CO,

l méthanogenése

Méthane (CH,)

Figure 7: Procédé biologique de production de méthane (Uneo et al., 2007)

la méthanisation présente des avantages pour 1’épuration des effluents trés chargés comme
le petit-lait, avant leur rejet en station d’épuration. Le biogaz se préte, éventuellement apres
épuration, a toutes les applications du gaz naturel :
- utilisation en chaudiere
- valorisation électrique et thermique par cogénération
- injection dans le réseau de gaz naturel, aprés une épuration en fonction du type de réseau
- utilisation, aprés épuration, comme carburant dans tout véhicule fonctionnent au gaz naturel
(Office fédéral de I’énergie, France 2004).
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Partie I1 : Matériel et Méthodes
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I) Procedures avant la fermentation en aérobie

1. Echantillonnage

Cette ¢étude porte sur des margines brutes provenant d’une huilerie industrielle située a
Doukkarat dans la ville de Fes, durant la campagne oléicole 2014-2015. Les prélevements
sont effectués dans des flacons, puis transportés rapidement au laboratoire dans des glacieres
a une température de 4°C. Ensuite, stérilisés au méme temps & 120 °C pendant 45min.

Le lactosérum provient d’un producteur artisanal situé a Mhaya, zone rurale pres de la ville
Fes. Durant les mois de Février a d’Awvril, les prélevements sont effectués dans des flacons,
puis transportés directement au laboratoire a une température de 4°C, ensuite prétraités et

fermentés sur place.

2. Matériel biologique

Les souches de levures sont isolées dans les années précédentes par 1’équipe de recherche
(Pr. Mohammed Ettayebi et Pr. Latifa Jamai) dans le laboratoire de biotechnologie a la
Faculté des sciences de Fes. Cet isolement a été realisé a partir de plusieurs biotopes : fruits
secs (différentes variétés de dattes, raisin sec), fromage, beurre fermenté, lactosérum et
margines. Les levures isolées sont capables de se développer a une température assez élevée
(jusqu’a 45°C), en plus les souches de levures sélectionnées se multiplient dans deux types de
milieu, milieu industriel comme la margine, sachant qu’elles sont riches en polyphénols, et
dans le lactosérum protéinés et dé protéinés, ainsi que les milieux du laboratoire YPG et YPS.

Les souches de levures sélectionnées (KL3, B et 63 a partir du lactosérum, H2B1, Gr2 et
Grl sur margines) sont stockées a la tempeérature de -20°C dans YPG solide avec 30 % de
glycérol. A partir de ce stock, on repique le milieu YPG- agar, I’incubation se fait & 30°C
pendant 48 heures, la forme des colonies de levures est présenté dans la figure 8. Les colonies
sont inoculées dans le milieu liquide YPS apres la vérification de leur forme microscopique
au microscope optique a un grandissement de 40 X. Ainsi, avant la fermentation, on vérifie la

forme pour se rassurer de la non-contamination de notre culture.
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Figure 8: Aspect des colonies de levures sur milieu YPG solide.

3. Les milieux de culture

3.1 Milieu de laboratoire

a. Milieux utilisés pour la culture des levures

YPG-agar:

C’est un milieu de culture solide pour I’isolement des levures, sa composition est la

suivante :
- Peptone...........o, 2%
- Glucose......ooviiiiiiiii 2%
- Extraitdelevure........................ 1%
- AgaAr.. 2%

- Eaudistille gsp.1 Litre

10 pg/ml de kanamycine est ajouté apres la sterilisation et le refroidissement du
milieu YPG jusqu’a 50 °C.

b. Milieu YPS liquide pour la fermentation

- Peptone...........oooiiiiiiiiii 2%
- Saccharose..............ccooiiiiiin. 15%
- Extrait de levure
- Eaudistillé gsp 1 Litre
Remarque :
Les milieux YPG et YPS contient les mémes composés sauf que dans le milieu YPS le

saccharose remplace le glucose. Dans les conditions de culture sur boite la concentration du
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sucre dans le milieu est de 2% seulement, alors qu’elle est de 15% dans les conditions de

fermentation alcoolique.

3.2 Milieux industriels
a. Margine

Ce substrat représente le déchet du procédé de la production d’huile d’olives, il est riche en
polluants organiques. La préparation de margine commence par la filtration afin d’¢liminer les
grosses particules, puis une stérilisation du filtrat et une dilution par I’cau distille a 1/7,1/2.
L’ajout des suppléments dans des conditions aseptiques se fait selon les proportions suivantes
: 0.1% d’extrait de levure, 0.3 % de sulfate d’ammonium comme source inorganique d’azote

et 0.15% dihydrogénophosphate de potassium qui présente la source de phosphate.

b. Lactosérum protéiné

La procédure de préparation de notre milieu pour la fermentation est la suivante: Le petit
lait est chauffé a 62°C pendant 20 min, puis refroidit a 48°C pendant 30 min. Avant la
répartition dans les erlenmeyers stériles de 100 ml, le lactosérum est supplémenté par 0.07%
de NH4OH et 0.25% de NH4H,PO,; qui présentent la source d’azote et de phosphore

respectivement.

c. Lactosérum dé-protéiné

La technique de préparation du petit lait avec la moindre teneur en protéine, se résume
comme suit : le Chauffage du lactosérum a 95°C pendant 15 min pour la coagulation des
protéines, suivie d’une filtration puis stérilisation a 120°C pendant 5 min. La supplémentation

est faite de la méme facon que pour le lactosérum protéiné.

4. Evaluation de la charge organique des déchets agroindustriels

La mesure de la charge organique des effluents industriels est faite directement par des

parameétres biologiques et chimiques, principalement: la DCO et DBO5
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4.1Demande Chimique en Oxygene (DCO)
- Définition et principe

La DCO correspond a la consommation d’O; nécessaire a 1’oxydation complete de la
matiére organique du substrat, cette oxydation peut étre obtenue par le dichromate de
potassium en exces, et en présence du sulfate d’argent comme catalyseur et du sulfate de
mercure comme complexant des chlorures, d’ou une méthode d’évaluation de la DCO au

cours de laquelle I’excés de dichromate est dosé par I’argent.

- Laréaction chimique:

Substance organique + Cr,O7 Caaiyseurs ————— CO,+H,0+Cr*

- Mode opératoire

Dilution de I’échantillon au 1/1000, selon (Ia norme AFNOR NF T90-101).
’ajout de 0.04g de HgSO, sulfate de mercure a 2 ml de 1’échantillon.
L’addition de 3 ml d’Ag,SO,4plus 1ml de K,Cr ;07

La mise de I’échantillon préparé en DCO metre pendant 2h a 150°C

Eal A

La mesure de la Densité Optique (DO) est faite par spectrophotométrie a une
longueur d’onde de 620 nm, en se basant sur une gamme d’étalonnage pour
déterminer la concentration réelle dans 1’échantillon analysé.
+ Remarque :

A la fin de la fermentation alcoolique, la méthode de calcul de la DCO différe de celle de la
DCO initiale seulement par le facteur de dilution. Dans notre essai la dilution effectuée est
1/100, généralement I’effluent traité doit avoir une dilution comprise entre 1/100 et 1/200,

puisque il est moins chargé pour faciliter la lecture de la densité optique dans le DCO-Meétre.

4.2 Détermination de DBO5

- Définition et principe
La valeur de la demande biologique en O; pendant 5 jours représente la quantité en g d’O,
nécessaire aux microorganismes mis en incubation avec 1’échantillon pour oxyder les mati¢res
assimilables organiques a 20°C et a l’obscurité sous agitation. La valeur de DBOS est
déterminée selon la méthode respirométrique en enceinte thermostatique a I’aide de DBOS5-

métre présenté dans la figure (9).

e
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Capteur de Pression

joint du couvercle

~—_ Bonteille

échantillon

phase gazeuse

Eflluents

Figure 9: Principe de fonctionnement de I'appareil DBO5- métre.

- Mode opératoire
Dilution de 1’échantillon au 1/100 séme, en se référant a la norme AFNOR, T 90-103, le
volume de I’échantillon dilué est de 97 a 164 ml.
e [’échantillon est mis dans un flacon spécial
e [’ajout de deux pastilles de NaOH.
e Incubation a 20°C pendant 5 jours, sous agitation

e Le résultat affiché est multiplié par un facteur de 100.

+ Remarque :

En ce qui concerne la mesure de la DBOS de I’effluent traité par les levures, la méthode de
mesure est la méme que DBOS de I’effluent a 1’entrée, la différence réside seulement dans le
volume de I’échantillon et le facteur de dilution. A propos de notre échantillon analysé, le
volume de la prise d’essai en poste fermentation est 365 ml sans dilution, afin que la DBOS5
pourra étre détectable par I’appareil : DBO5-Metre. L’analyse est répétée deux fois pour
DBOS5 et DCO avant et apres la fermentation.

5. Pré-culture

Les pré-cultures au niveau laboratoire sont réalisées dans des erlenmeyers de 100 ml
contenant 20 ml de milieu YPS a 7% de saccharose pour adapter les levures aux fortes
concentrations en sucre. Ces milieux liquides sont ensemencés par des colonies bien séparées

sur la gélose YPG, puis incubés 24 heures sous agitation (150 rpm) a 37°C.
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I1) Procédures au cours et apres la fermentation alcoolique
1. Procédé de fermentation a I’échelle laboratoire
6. Fermentation

Inoculation de 35 ml de milieu YPS a 15% de saccharose, lactosérum protéiné et de
protéiné et margines avec 3 ml d’une pré-culture fraiche pour chaque milieu de culture.
L’incubation est effectuée a trois températures différentes 37°C, 42°C et 45°C, sous agitation
pendant 48h pour le milieu YPS et 72 heures pour les margines et le lactosérum. Le mode de

fermentation en batch utilisé est presenté dans la figure 10.

systéme discontinue

Figure 10: Procédé de fermentation en discontinu.

Avec S(t), X(t) et P(t) présentant respectivement la variation de la concentration

volumique dans le temps de substrat, la biomasse et le produit de métabolisme.

2. Vérification de Pefficacité de la fermentation alcoolique

a- Production de la biomasse

D’abord, une centrifugation de 20 ml du milieu fermenté a 5000 rpm pendant cing minutes
a 4°C dans des tubes Falcon. Ensuite, une élimination du surnageant et récupération du culot
qui va étre lavé deux fois avec de I’eau distillée stérile, puis un séchage a 1’étuve a 100°C

pendant 24 heures. Le poids de la biomasse séche est calculé en faisant la différence entre le
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poids initial (la tare) et le poids final du tube Falcon, le poids de biomasse seche est exprimé
en g/l.

b- Détermination du pH avant et aprés la fermentation des milieux

En avant et post fermentation la mesure du pH est réalisée pour chaque milieu de culture.
Précisément apres la centrifugation, on introduit la sonde de pH-métre bien étalonnée dans le
surnageant de culture, d’une part pour connaitre le pH initiale des milieux utilisé pour la
fermentation alcoolique, et d’autre part afin d’avoir une idée sur le pH optimum qui

correspond a une souche de levure dans un milieu de culture bien déterminé.

c- Dégradation de la matiére organique et des polyphénols

Cette partie est tres intéressante dans notre étude, parce que a travers ces parametres il est
possible d’estimer la capacité des souches au niveau du traitement des margines. En se basant
sur la mesure de DBO5 et DCO avant et apres la fermentation, le rapport entre les deux
résultats est effectué pour connaitre le rendement de 1’épuration, ainsi 1’observation de la
couleur des milieux dans les mémes conditions donne une idée préalable sur I’efficacité de la
bio remédiation des déchets agro-industriels surtout dans le cas des margines.

Afin d’estimer le pourcentage exact de 1’¢limination des polyphénols, la mesure de la
densité optique a été réalisée avant et apres la fermentation alcoolique des margines. Le
pourcentage de cette dégradation est obtenu par la comparaison de 1’absorbance des
échantillons fermentés avec celle non fermentée ou les margines sont a I’état brute, la lecture

de la densité optique se fait a 535.5 nm. Ces essais sont répétés deux fois.

d- Récupération de I’éthanol par distillation

La récupération de 1’éthanol se fait par la technique de 1’hydro distillation (figure 11). La
prise de 10 ml de culture fermentée est centrifugée puis mélangée avec 10 ml de I’eau
distillée. 10 ml de distillat est récupéré. Le taux d’alcool éthylique produit au cours de la
fermentation est déterminé par réfractométre, en se référant a une gamme d’étalonnage établie

a partir d’un mélange d’eau distille et d’éthanol a différents pourcentages.
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Figure 11: Principe de I’ hydro distillation.

- Mesure par le réfractometre
Dans un premier temps, on effectue ces différentes opérations en regardant dans I'oculaire
en agissant sur le bouton moleté de droite, amener dans le champ de vision la limite de
séparation des deux zones claire et obscure. Cette ligne de séparation est plus ou moins nette.
En agissant sur le bouton moleté de gauche qui commande la rotation du systeme
compensateur (série de prismes compensateurs), obtenir un maximum de contraste entre les
deux plages et une ligne de séparation aussi nette que possible, Enfin, ajuster cette ligne de

séparation a l'intersection du réticule, en agissant a nouveau sur le bouton moleté de droite.

Une fois ces opérations effectuées, il suffit de regarder dans l'oculaire (celui du haut) et
de lire la valeur de I'indice de réfraction sur I'échelle supérieure. En effet, deux échelles sont
visibles : I'échelle supérieure ou a droite indique la valeur de I'indice de réfraction et I'échelle

inférieure ou située a gauche, graduée de 0 a 85, donne en pourcentage la teneur éthanol.

Dans notre essai la solution mére contient 12% d’éthanol. Le tableau 5 porte les points
nécessaires pour tracer notre gamme ¢talon. Afin d’avoir des résultats représentatifs, il faut
déterminer cing & huit points dans la courbe d’étalonnage. Notre gamme étalon présente un

coefficient de régression R*=0.98.

Tableau 5: Gamme de calibration de réfractomeétre.
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Pourcentage d’éthanol (%) = Valeur obtenu par le réfractométre

0 0
3 0.3
6 1.8
9 2.8
12 3.8

+ Remarque :
La mesure de la production de 1’éthanol, de la biomasse et du pH aprés la fermentation, ont
répétés trois fois pour chaque souche sélectionnée et dans les différentes températures. Les
analyses statistiques sont faites par le programme Graph Pad PRISM (version 5).

2. Optimisation de la concentration des margines

Les essais sont réalisés a différentes dilutions de margines brutes: 1/2, et 1/7. A une
température de 37°C, sous agitation a 162 rpm, le volume utile est de 35 ml de milieux dans
des erlenmeyers de 250 ml pour chague souche. Ces tests sont faits en triplicata, la
supplémentation de ces milieux est la méme que celle décrite précédemment. Durant ces

expériences le milieu YPS est utilisé comme témoin.

4. Cinétique de la fermentation sur Margines et YPS a 15% de saccharose

Avant la fermentation, il faut passer par une pré-culture pour adapter les microorganismes
aux conditions de fermentation, et pour augmenter la quantité des microorganismes (qui vont
assurer la fermentation proprement dite). Puisqu’on travaille dans un grand volume, il est
nécessaire d’extrapoler aussi le volume de pré-culture. Dans notre étude le volume de ce
dernier est de 333 ml de YPS & 7% de saccharose introduit dans I’erlynemier de 1 L et il est
ensemencé par la souche performante H2b1 sélectionnée selon les essais précédentes. Apres
24 h d’incubation a 37°C et sous agitation (150 rpm), des centrifugations sont réalisées pour
concentrer les levures, puis le lavage de la biomasse par 1’eau physiologique stérile est
effectué. D’autres centrifugations sont appliquées, et la biomasse concentrée est récuperé.

Trois grammes de ce dernier sont inoculés dans les milieux de culture YPS a 15% de
saccharose et des margines, cette derniere est supplémentée par 0.3% de sulfate d’ammonium,
0.1% d’extrait de levure et 0.15% de dihydrogénophosphate de potassium. Le volume de ces

milieux est de 650 ml dans I’erlynimier de 2 L. Le suivi de la fermentation se fait a 37°C avec
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agitation pendant 96 heures, chaque 12 heures le prelevement est effectue pour suivre
I’évolution de la biomasse, pH et 1’éthanol produit, et pour mesurer la densité optique des
milieux afin de déterminer la cinétique de croissance. Aprés la fermentation, le reste de la
culture est utilisé pour calculer la DCO et la DBOS finale dans 1’objectif d’évaluer 1’épuration

biologique par cette souche thérmotolérante de levure.
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Résultats et Discussion

A) Margines
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I) Evaluation de la charge organique des déchets agro-industriels
1. Lacharge organique des effluents

La mesure de DBO5 et DCO de nos échantillons avant le traitement donne une idée sur le
niveau de pollution présenté par ces effluents industriels. Le rapport de ces parametres
calculé avant la fermentation ou traitement permet de nous renseigner sur la biodégradabilité
de nos déchets. Le tableau 6 présente la relation entre le rapport DBO/DCO et la faisabilité
de traitement biologique.

Tableau 6: Relation entre le rapport DBO5/ DCO et la faisabilité de traitement (Radoux, 1995 ).
DBO/DCO>0,6 Effluent traitable par les procédes biologiques
0,2<DB0O/DCO0<0,6 Effluent traitable en utilisant des souches
microbiennes sélectionnées

DBO/DCO<0,2 traitement biologique impossible

Le tableau 7 démontre qu’avant le traitement, la DBO5 des margines et du lactosérum
sont proches car les margines contiennent des poly phénols qui réduisent la DBO5 de cet

effluent par rapport a la DCO.

Tableau 7: DCO et DBO5 des margines et de lactosérum bruts avant le traitement.

Milieu DBO5 (g/l) DCO en g d’0OJ/I DBO/DCO
Margine 23.5 100 0.23
Lactosérum 25.7 28 0.78

Les valeurs obtenues montrent que nos échantillons sont trés chargés en matiére organique.
Elles sont en bonne concordance avec les valeurs trouvées dans la bibliographie (20<DBO
(9/1) <50). Les valeurs de DCO pour les deux effluents sont différentes.

A la lumiéres de ces résultats, les margines sont plus chargées en matiere organique que le
lactosérum, aussi les margines demandent des microorganismes sélectionnés pour leur
traitement contrairement au lactosérum. Il est important de noter que ce dernier présente un
rapport DBO/DCO qui tend vers 1, ce qui traduit la bonne aptitude a la dégradation
biologique des composés chimiques contenu dans le petit lait. Cette remarque ne fait
confirmer que le lactosérum constitue pour les micro-organismes un excellent aliment

équilibré en source de carbone, d’azote et de phosphore et qu'il est possible d'épurer les
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effluents provenant du lait par un processus biologique simple. En plus la majeure partie de
DCO provient du lactose, les protéines présentent seulement 10 g/l de DCO. Cela a été
démontreé par plusieurs auteurs (Domingues et al. 1999; Siso., 1996).

I1. Vérification de Pefficacité de fermentation sur les milieux YPS
et margines

1. Production de la biomasse

La production de la biomasse cellulaire (exprimée en gramme de poids sec par litre) est
mesurée pour chaque souche de levure dans les conditions de culture déja citées dans la partie
matériel et méthodes. Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes (les figures 12
et 13) :
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Figure 12: Production de la biomasse par les souches de levures H2b1, Gr2, Grl a partir du milieu YPS a 37°C, 42°C
et 45°C pendant 48 heures (n=3)

Dans le milieu YPS, la formation de la biomasse est importante pour la souche H2bl a
37°C avec une production maximale de 5.3 g/l. Sachant que la température optimale de la
croissance pour les levures est de 30 °C, la production de la masse cellulaire & 42 °C et 45 °C

présente un grand intérét industriel, en plus la réduction légére de cette production ne dépasse

pas 15 % quand en passe de 37 °C a 42 °C pour les trois souches de levures.
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Figure 13: Production de biomasse par les souches de levures H2b1, Gr2, Grl a partir des margines de dilution 1/7 &
37°C, 42°C et 45°C durant 72 heures (n=3).

Méme avec les margines comme effluent toxique, la production de la biomasse est
remarquée pour toutes les souches, malgré 1’augmentation de la température jusqu’a 45 °C la
production ne cesse pas précisément chez la souche H2b1.0n note seulement une réduction
qui ne dépasse pas 20% allant de 37°C a 42°C.

Ces résultats montrent que la production de la biomasse est un peu plus élevée sur milieu
YPS que sur les déchets oléicoles (margines) a 37 °C. Cette constatation est logique puisque
YPS est un milieu de laboratoire complet, ainsi la souche H2bl dans les conditions
thermophiles se caractérise par une grande capacité de production de la masse cellulaire
(figure 12 et 13).

2. Synthese de I’éthanol

L’éthanol produit en g/l par les différentes souches, dans les conditions de culture déja
précisées, permet de donner les résultats exposés sous forme d’histogrammes (figures 14 et
15). Ces valeurs présentent la moyenne du taux d’éthanol produit en 48 heures sur YPS a 15

% de saccharose et 72 heures sur les margines.
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Figure 14: Quantités d’éthanol produites par les souches de levures H2b1, Grl1, Gr2 aprés la fermentation pendant 48
heures sur YPS &37°C, 42°C et 45°C (n=3)

Les souches de levures cultivées sur YPS indiquent une production de I’éthanol dans les
différentes températures méme a 45°C. Il est aussi constatable que le microorganisme H2b1l
est le plus producteur. La comparaison de la production de bioéthanol par les différentes
souches en fonction des températures de fermentation permet de conclure que 1’augmentation
de ce parameétre physique n’affecte pas d’une fagon intéressante la productivité en éthanol

dans le milieu YPS précisément chez Grl et Gr2.

20-
& 27°C
42°C

15- B 45°C

Ethanal {g/1)
—
[ =]
[

0- -
Hyb,

Figure 15 : Quantités d’éthanol produites par les souches de levures H2b1, Grl, Gr2 apreés fermentation sur margines
a37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).

La figure 15 montre qu’il y a un taux d’éthanol élevé produit par la souche H2b1 cultivé
sur margines, avec la concentration maximale qui égale 13g/l a la température 42°C. Le
résultat le plus marquant est la production du bioéthanol a 45°C, en plus de 1’observation

d’une réduction minimale de la quantité produite avec I’élévation de la température. A titre
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d’exemple la souche Gr2 présente une diminution en production qui ne dépasse pas 23%
quand on passe de 37°C a 42°C.

Les observations remarquées pour la production du bioéthanol sont les mémes en
comparaison avec la production de la biomasse concernant les souches étudiées dans les deux
milieux de cultures. En plus la variation de la température a le méme effet sur la production
du bioéthanol et de la biomasse. A propos de formation de la masse cellulaire sur les
margines, une étude faite par (Aissam et al 2003) a démontré que les microorganismes
adaptés aux eaux de végétation produisent la biomasse et par conséquent ont dégradé leur
matiéres organiques, donc nous assistons toujours a une croissance de tous les
microorganismes testés. Cette croissance est évaluée par la biomasse produite.

En ce qui concerne la quantité du bioéthanol produit, il est en concordance avec la quantité
obtenue par (Raghu et al., 2015). Dans cette étude, la fermentation par les souches de levures
se fait sur les déchets du papier.

3. Variation du pH avant et apreés la fermentation sur YPS et Margines

La mesure du pH est trés intéressent dans le systéme de culture biologique, soit en avant
ou en aval de la fermentation, car le potentiel de proton H" est I’un des paramétres qui est
impliqué dans le métabolisme fermentaires chez les microorganismes. Alors on a mesuré le
pH avant et aprés la fermentation en discontinue dans chaque milieu de culture, et par rapport
aux especes de levure. Les valeurs obtenues sont présentées dans les figures 16 et 17 a
différentes températures. Elles représentent la moyenne de trois essais avec une marge

d’erreur bien définie.
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Figure 16: Variations du pH apreés la fermentation sur milieu YPS par les souches de levures H2b1, Grl, Gr2 a 37°C,
42°C et 45°C pendant 48 heures (n=3).

Pour les trois températures, le pH diminue d’une fagcon peu importante aprés la

fermentation sur YPS passant de 6.2 a 5 en moyenne pour toutes les souches, ce qui prouve

que les levures ont le méme comportement vis-a-vis de facteur chimique, ainsi la température

n’affecte pas d’une fagon importante le pH de culture.
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Figure 17: Variations du pH aprés fermentation sur le milieu margine par les souches de levures H2b1,
Grl, Gr2 a 37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).

Les valeurs du pH a 1’état initial et final ne démontrent pas un grand changement dans les
margines et pour les différents souches cultivées a 37,42 et 45°C. Donc la température ne
posséde pas un grand effet sur le pH, surtout pour ces effluents oléicoles,

En résumé le pH du milieu YPS diminue aprés la culture d’une fagon faible, mais le pH des

Margines reste presque stable. Cette remarque est valable pour toutes les souches douées

50




Mémoire de Fin d’études 2014-2015

d’une capacité de production de la biomasse cellulaire et d’é¢thanol en se référant au pH
initial. Alors cet effet peut étre dii a I’action déterminante du pH initial sur le comportement
des microorganismes choisis et a la composition des deux milieux. Ceci est due a la
dégradation des composés organiques portant des groupements —COOH qui sont libérés et
contribuent a une diminution légere du pH observé dans le milieu YPS et puisque le
métabolisme est dirigé vers la production de 1’éthanol, il y une production faible des acides
organiques.

D’autre part, une petite élévation de pH dans les margines observée est dii probablement a
la dégradation microbienne des suppléments azotés, libérant des ions NH*, qui sont des bases,
ou a la dégradation des acides phénoliques et organiques portant des groupements COO- et/ou
OH- comme 1I’acide lactique et 1’acide acétique qui sont présents dans les margines (Ercoli et
Ertola, 1983). En rassemblant les deux phénomenes durant la croissance, le résultat se
manifeste dans 1’équilibre du pH a 1’¢état final. Ce qu’on observe est une convergence du pH
final de chaque souche vers son pH optimal, en plus la variation du pH avant et aprés la
culture ne change pas beaucoup, ce qui a été démontré aussi par Zenjari et al. (1999).
Généralement il reste au alentour de 5 comme moyenne pour les margines et le milieu YPS.

La suite de ce travail exige aussi I’optimisation du facteur de dilution des margines, afin
d’augmenter le rendement de production de la biomasse et/ou de la bioéthanol. Par la suite
nous pourrons augmenter le volume de la culture et étudier la cinétique de la fermentation sur
YPS et margines afin de connaitre la vitesse de croissance de la souche performante sur les

deux milieux.
I11. Optimisation de la concentration des margines

1. Effet de la dilution sur la production de la biomasse sur les margines.

L’étude de la production de la biomasse en parallele avec la formation du bioéthanol dans
les mémes conditions est intéressante. Cette stratégie est nécessaire pour bien optimiser les
conditions de culture, ainsi que pour avoir une idée sur le comportement des microorganismes
dans les milieux de culture en prenant en compte plusieurs parametres utiles qui pourront
avoir un impact direct sur la productivité apres la mise en culture. La figure (18) présente la
formation de la biomasse aprés la fermentation durant 72 heures a 37°C sur les margines
brutes et diluees (dil), également sur le milieu YPS (& 15% de saccharose) qui présente le

témoin.
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Figure 18 : Biomasse formé aprés la fermentation des margines brutes et diluées par les souches de levures (n=3).

Les quantités de biomasse obtenues dans les margines brutes et aux dilutions 1/2 et 1/7
sont presque les mémes, a la température 37°C et aux mémes conditions de culture. Donc nos
souches de levures possédent une grande résistance a la concentration élevée de substrat
toxique, précisément chez la souche H2b1 qui possede la plus grande capacité de production
de la masse cellulaire. Pour cette souche de levure, il n’existe pas une différence significative

entre les différentes concentrations des margines.

2. Effet de la dilution sur la production de I’éthanol

La dilution des margines peut jouer un role primordial dans I’activité métabolique des
levures sélectionnées, puisque ces déchets oléicoles sont plus chargés par les différents
composes organiques et inorganiques et qui peuvent impliquer une inhibition de ’activité
métabolique des microorganismes. La figure (19) reporte la variation de la production du
bioéthanol pour différents dilutions, et aprés 72 heures de fermentation des cultures a 37°C.

Le milieu de culture YPS a 15% de Saccharose est pris comme témoin.
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Figure 19: Bioéthanol produit par les levures a différentes dilutions des margines (n=3).

La premiere remarque attirante est la grande capacité de production de 1’éthanol par la
souche H2b1 aux différents dilutions des margines qui n’affectent pas la productivité de
bioéthanol chez les trois souches. Alors I’ensemble des concentrations des margines n’exerce
pas un effet négatif ni sur la production de la biomasse ni de 1’éthanol agricole chez les
levures isolés. Aussi la production de ces derniers est intéressante chez la souche H2blpar
apport a Grl et Gr2.

En comparant la production du bioéthanol et de la biomasse, on constate que la quantité de
I’éthanol formée est largement supérieure a la biomasse, ceci est expliqué par la voie du
métabolisme piloté par ces conditions qui dirige 1’activité métabolique des souches de levures
vers la production du bioéthanol. Donc il y a la possibilité de prendre les margines comme
milieu convenable pour la production du bioéthanol en utilisant les levures thérmotolérantes,
ce qui est tout a fait logique puisque on travaille dans 1’aérobie et sur les margines trés

chargées par les sels minéraux, source de carbone, d’azote et de phosphore.

La concentration des sucres complexes qui ne dépasse pas 3g/l dans ce rejet olé€icole, a
montré que les micro-organismes dans les margines utilisent pour leur métabolisme les
produits de dégradation des composés phénoliques, ainsi que ceux des sources glucidiques.
Donc, ces souches de levures empruntent des voies métaboliques non spécifiques pour
produire 1’énergie et 1’éthanol (Sayadi et Ellouz, 1993 ; Martin et al., 1994 ; Kahraman et
Yesilada,1999). En plus de la quantité des sucres présentees sous forme des sucres complexes
nécessite dans la plupart des cas une activité hydrolytique pour ameliorer le rendement
(Raghu et al., 2015).
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V. Bio remédiation des margines
1. Dégradation des polyphénols

La couleur typique brune-noiratre des margines est expliquée par la présence des
polymeres de polyphénols. Ils constituent la lignine a pH acide comme structure plus stable et
qui résiste a la dégradation (Bazoti et al., 2006). Durant nos essais on observe plusieurs fois la
clarification des margines fermentées par les différents souches de levures, La figure 20
présente le milieu des margines filtrées et diluées au 1/ 7 puis fermentés par les trois souches

de levures a 37°C, avec le témoin et qui passe dans les mémes conditions de culture.

H2bl Gr2 Grl dilution 177

Figure 20 : Clarification des margines a la dilution 1/7 par H2b1, Gr2 et Grl a 37°C pendant 72 heures.

Par I’observation a 1’ceil nu des différent tubes, on constate une clarification (différente
selon la souche) des margines aprés fermentation. Les meilleures souches dans ce sens sont
H2b1 et Gr2. Afin de vérifier et de quantifier la dégradation des polyphénols présents dans
notre échantillon des margines, le calcul du pourcentage de dégradation des margines brutes
et diluées au 1/2 et 1/7 a été effectué dans le laboratoire de biotechnologie. Les résultats de

I’épuration biologique des polyphénols sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Pourcentage d’élimination des polyphénols des margines brutes et diluées au 1/2 et 1/7 apreés la
fermentation a 37°C pendant 72 heures.

Margines Brute Dilution %2 Dilution 1/7
Espéces
H2bl 46 % 96 % 82 %
Gr2 24 % 50 % 70 %
Grl 24 % 24 % 64 %
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Le pourcentage de dégradation des polyphénols dans les margines brutes et diluées, est
différent d’une souche a I’autre, mais la souche H2bl reste la mieux classée en terme de
capacité de 1’épuration des polyphénols, caractére ajouté a 1’aptitude de production de la
biomasse et de 1’éthanol a des températures élevées et a des pH acides, ce qui prouve la
diversit¢ enzymatique caractérisant chaque souche avec différents niveau d’expression et
d’adaptation.

Nos résultats sont concordantes avec celles des chercheurs, qu’ont mentionnées que le taux
d’abattement des composes phénoliques est augmenté par la dilution des margines. Assas et
al. (2000) ont montré que la clarification des margines par Geotrichum candidum est réduite
dans les margines concentrées. Martirani et al. (1996) ont reportés que la croissance de
Pleurotus ostreatus est inhibée dans les margines qui sont plus concentré que 20%. Les
résultats obtenus démontrent que les margines concentrées diminuent ’activité des micro-
organismes. Ceci pourrait étre expliqué par une réduction de 1’activité des microorganismes
par un exces de substrat, surtout les polyphénols, mais pour nos souches, cette inhibition est
faible, peut étre due a 1’adaptation des souches de levures avec les margines, précisément

H2b1 puisque cette derniére est isolée a partir des eaux de végétation.

2. Dégradation de la charge organique par les souches de levures

Pour Vérifier la dégradation des autres composés organiques, la mesure de la DCO apres la
culture est effectuée pour les souches H2b1, Gr2 et Grl. Par la suite la comparaison avec la
DCO initiale, nous permettra de mesurer d’'une facon exacte le rendement de 1’épuration
biologique des souches performantes. Les valeurs de la DCO obtenues apres la fermentation
des margines a la dilution 1/7 par les souches de levures, ainsi que le rendement de

I’épuration biologique sont présentés dans le tableau 9.

Tableau 9: DCO apreés la fermentation des margines par les souches de levures performantes durant 72 heures et le
Rendement de I’épuration biologique.

Souche de levure H2b1l Gr2 Grl

DCO initiale (g O/l) 100 100 100
DCO finale (g O/1) 35.42 39.83 57.26
Rendement d’épuration (%) 64.58 60.17 42.74
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L’analyse de ces résultats montre qu’en absence deS micro-organismes, la matiere
organique exprimée en DCO ne subit pas de dégradation chimique. D une fagon plus pointue,
la souche H2b1 possede une grande capacité d’épuration de la matiére organique exprimée en
DCO par rapport aux autres souches, la souche H2b1 permis un taux d’abattement de la DCO
de 94.94% durant 72 heures ce qui est impossible dans la nature. Ce pourcentage est supérieur
a celui démontré par d’autres chercheurs (Benitez et al., 1997 ; Fadil et al., 2003) qui ont
choisi d’autres types de microorganismes en fermentation aérobie.

La comparaison des résultats de la réduction de DCO et le pourcentage d’élimination des
polyphénols démontrent que plus la DCO diminue parallelement le pourcentage de
dégradation des composés phénolique augmente. Ceci nous permet de suggérer 1’existence
d’une corrélation entre le contenu en composés phénoliques et la DCO. Dans ce cadre une
relation linéaire a été établie par (Aissam et al.,2003) entre la diminution des composés
phénoliques et celle de la DCO avec un coefficient de corrélation trés significatif variant
entre 0,97 et 0,98. En effet, plusieurs auteurs ont signalé cette corrélation (Sayadi et Ellouz,
1992 ; Vinciguerra et al., 1995 ; Zenjari et al., 1999).

Pour la DBO5 finale, on constate une diminution importante apres le traitement des
margines présentent la dilution 1/7 par la levure H2b1 dans le délai de 72 heures et a 37 °C.
Le résultat obtenu est présenté dans le tableau 10.

Tableau 10: DBOS obtenu apres le traitement des margines par H2b1 durant 72 heures.

Souche de levure H2bl
DBOS5 initiale (g O/1) 23.5
DBOS5 finale (mg O2/1) 154

Rendement d’épuration (%) 99.34

Par ailleurs, en ce qui concerne la DBO5, la souche H2b1 a un rendement d’épuration trés
important qui atteint 99.90%, il dégrade I’effluent des margines qui contient une charge
organique égale a 28 g/l en DBO5 avant la fermentation assurée par H2b1. Le point le plus
important qui caractérise ce resultat se manifeste dans le pourcentage d’abattement important
obtenu par la souche H2bl, la valeur finale de DBO5 est proche a la concentration exigé par
le (Décret n° 2-04-553 du 13 hija 1425 (24 janvier 2005) : les déversements de I’industrie

ne doivent pas dépasser 120 mg O/l en DBOS5, en ce qui concerne la DCO elle ne doit pas

e
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étre supérieure a 250 mg O/, ce qui exige un autre traitement a 1’effluent fermenté par la
souche H2b1 en se basant sur ce Décret marocain. L’ensemble des résultats obtenus révele
I’importance de nos souches dans le traitement des margines.

Donc, tous les micro-organismes etudiés sont capables de croitre sur les margines. Cette
croissance se manifeste par la production de biomasse et la diminution de la charge organique.

La dégradation de la matiere organique est paralléle a celle des composes phénoliques.

V) Cinétigue de fermentation sur Margines et YPS

L’étude de la cinétique qui se fait dans un grand volume par apport les essais précédents,
ce qui facilite la compréhension du comportement des levures au niveau industriel. D’un coté,
la connaissance de la vitesse de fermentation est indispensable pour la conception et la
conduite optimale d’un procédé de fermentation. D un autre coté I’effet de I’augmentation du
volume reproche les conditions de culture au niveau pilote, alors ce travail permet de tracer la
courbe de croissance pour le microorganisme qui nous intéresse, en se basant sur plusieurs

parametres utiles.

Les deux courbes (figures 21 et 22) montrent la cinétique de la production de la biomasse
et de I’éthanol par la souche H2b1 cultivée sur les margines diluées en 1/7 et YPS a 15% de
saccharose. L’incubation est faite a 37°C et sous agitation a 160 rpm. En paralléle, la mesure

du pH et de I’absorbance au cours de la fermentation est nécessaire.
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Figure 21: Cinétique de la fermentation sur YPS a 15% de saccharose par la souche H2b1 a 37°C.
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Le rendement de la production de 1’éthanol a partir du milieu YPS a 15% de saccharose est
élevé, la concentration finale en bioéthanol atteint 60 g/l durant 48 heures, mais la
concentration de la biomasse est toujours faible par apport du bioéthanol, car elle ne dépasse
pas 7.4 g de cellules séches /I, donc le rendement Yp/x de 1’éthanol produit par unité de
biomasse formée égale a 8.1 g/g. En ce qui concerne les phases de croissance, la phase
exponentielle commence des le départ, c’est logique car 1’inoculum ensemencé est obtenu
apres une pré culture fraiche et concentrée provenant du méme milieu, ainsi le suivi de la
concentration du biomasse et de I’absorbance dés la phase initiale jusqu’a la phase finale de
fermentation démontrent une bonne concordance du point de vue mesure de croissance des
cellules de levures, c’est-a-dire les deux parametres (absorbance et croissance ont la méme
tendance). En ce qui concerne le pH, au fur et a mesure que la fermentation se développe

dans le temps le pH diminue, mais d’une fagon un peu lente sur YPS 15%.
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Figure 22: Cinétique de la fermentation des margines par la souche H2b1 & 37°C.

La figure 21 et 22 montre que ’allure de la courbe de croissance sur les margines est
similaire & celle obtenue sur le milieu YPS & 15% de saccharose. La différence réside
seulement pour le pH, ce qui est normal car le pH initial des deux milieux est différent, ainsi
la composition des milieux est largement différente. D’autre part on observe une phase
d’adaptation qui dure 18 heures avant d’entrer dans la phase exponentielle, ce qui est tout a
fait conforme avec la nature du milieu toxique. D’aprés le graphe ci-dessus la croissance de la

levure est associée a la production du bioéthanol provenant de la fermentation des margines

e
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diluées en 1/7, autrement dit la production et la croissance microbienne sont concomitantes
alors le bioéthanol est un métabolite primaire pour la souche H2b1, cultivés sur les deux
milieux. Ce résultat est en concordance avec celui obtenu par (Napatchanok et al., 2012). Ces
auteurs ont étudié la cinétique de la production de 1’agro éthanol a partir I’hydrolysat
d’amidon par la levure pichia Kudriavzevii.

D’un autre coté, la quantité produite de la biomasse est largement inférieure a celle du
bioéthanol formé dés la phase exponentielle, puisqu’elle correspond a un potentiel de
multiplication et de synthése considérable, c’est-a-dire la voie de synthése empruntée par
notre souche est la production de 1’éthanol, avec une quantité maximale de ce dernier qui
atteint 16 g/l durant 84 heures de fermentation sur les margines, la productivité est faible en
comparaison avec milieu YPS, mais la formation de la masse cellulaire ne dépasse pas 6g/I
durant 84 heures, alors que sur YPS elle atteint 8.5 g/I.

Ceci nous laisse déduire que pour avoir un rendement maximal en bioéthanol il faut 84
heures de fermentation sur les margines. D’un autre coté, le rendement biomasse-produit
(Yp/x= 2.83 g biomasses produit /g éthanol formé) est moyen sur ce polluant en comparaison
avec les autres études (Farooq et al 2001) qui ont fermenté 1’épi du mais (substrat
lignocellulosique) par Candida tropicalise. Alors le prétraitement de ces déchets est
nécessaire (Rajoka et Malik 1984).

Au cours de la cinétique, le pH marque une augmentation légere surtout dans la phase
exponentielle. Cette élévation a été également observée par plusieurs auteurs (Fountoulakis
et al., 2002 ; Fadil et al., 2003). Nous pensons que la phase de stabilisation du pH correspond
a la phase stationnaire de la souche de levure puisque pendant cette période, il n’y a pas de

production de la biomasse.
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B. Lactosérum

|. Evaluation de L’efficacité de fermentation sur milieu YPS et
lactosérum des souches sélectionnées

1. Production de la biomasse

La croissance de la biomasse cellulaire renseigne sur 1’aptitude d’un milieu de culture a
fournir les éléments nutritifs pour le développement des constituants cellulaires. Le
lactosérum comme substrat joue deux réles dans le processus global de transformation
microbienne. Le premier est de fournir 1’énergie nécessaire aux réactions de synthése et de
maintenance, le second est de servir a 1’édification des composants cellulaires, bien str dans
des conditions de culture bien définie. Par conséquent, 1’étude de I’impact du petit lait sur la
multiplication des cellules de levures présente un point important. Les histogrammes
(figures 23 et 24) présentent les quantités de biomasse produites en (g/l) a partir du

lactosérum par les trois souches de levures sélectionnées a trois températures différentes.
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Figure 23:Production de biomasse par les souches de levures KL3, B et 63 a partir YPS a 37°C, 42°C et 45°C
pendant 72 heures (n=3).

La production de la biomasse (g/l) sur YPS a 15% de saccharose s’effectue pour
I’ensemble des températures. Méme a 45 °C, la production continue pour les souches
KL3, B et 63, ainsi la souche KL3 isolée a partir du lactosérum possede un potentiel de
production intéressant en comparaison avec les autres souches de levures. Un point
important a signaler, est que la diminution de la formation de la masse cellulaire pour
KL3 ne dépasse pas 10% pour des températures de 37 a 42°C, sachant que la température

optimale de croissance de cette souche est 30°C.
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Figure 24 : Production de biomasse par les souches de levures KL3, B et 63 a partir lactosérum protéiné a 37°C,
42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).
La tendance de la formation de la biomasse sur le lactosérum protéiné remarquée dans
la figure 24 est presque la méme que la fermentation sur YPS a 15% de saccharose. Dans les
deux cas la concentration maximale en biomasse atteint 5 g/l en moyenne, ainsi la souche

KL3 présente la plus grande capacité de production de la biomasse malgré 1’augmentation de

la température.
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Figure 25 : Production de la biomasse par les souches de levures KL3, B et 63 & partir le lactosérum dé protéiné a
37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).
Si on garde les mémes conditions précédentes a 1’exception du changement du lactosérum
protéine par celui qui est dé protéiné (résultats présentes dans la figure 25), aucun effet n’est
apercu sur la production de la biomasse cellulaire. Autrement dit, les protéines éliminées par

la température ne possedent aucune influence sur la synthése des cellules. Ainsi, la formation
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de la masse cellulaire est presque la méme dans le lactosérum et YPS comme milieu de
laboratoire complet, donc 1’avantage remarqué : c’est que le lactosérum présente un vrai
milieu de croissance pour les souches KL3, B et 63. Notons que la souche thermotolérante
isolée durant ces essais est KL3.

2. Formation du bioéthanol en aérobie

L’¢évaluation de la production du bioéthanol trouve sa justification dans I’objectif global de
notre étude, la production de la bioénergie renouvelable avec un rendement plus élevé par
rapport aux autres procedes. La formation du bioéthanol a travers la fermentation du
lactosérum par les souches de levures (surtout une part de 1’éthanol synthétisé) contient les
alcools supérieurs et grace de leur aspect huileux non miscible a 1’eau pourront constituer un
excellent adjuvant de solubilisation d’éthanol dans 1’essence -alcool carburant- (Larpent et al
1990). Il est en effet trés rare que la biomasse cellulaire soit le seul produit formé et la
croissance microbienne s’accompagne fréquemment de la fabrication de un ou plusieurs

produits.

Lorsque la croissance microbienne s’accompagne de la production de un ou plusieurs

métabolites, la réaction globale peut étre présentée dans la réaction suivante :

A. (CaHb,O) + B (O) + D (NH;0H) —  E (C,HyOy N;) + E’. (Ethanol) + F.

(CO,) + G (H,0) + Chaleur

Avec C,HgOyN, est la formule brute correspondant a la biomasse. Cette équation est
utilisable pour évaluer les quantités d’azote et d’oxygene a fournir, lorsqu’on connait la nature
exacte des produits formés (Humphery, 1998).

L’¢tude de la formation du bioéthanol par la culture des souches de levure sur le
lactosérum protéiné/dé protéine et YPS a 15% de saccharose, a différents températures, sont

reportés dans les figures 26 et 27:
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Figure 26: Production de bioéthanol par les souches de levures KL3, B et 63 a partir YPS a 37°C, 42°C et 45°C
pendant 72 heures (n=3).

D’apreés la figure 26, nous constatons que le bioéthanol est synthétisé avec une
grande quantité sur YPS, et pour les différents températures chez les souches KL3 et 63,
mais une faible production est enregistrée chez la souche B. En plus les températures 45
et 42 °C n’affectent pas cette production, on observe seulement une réduction inférieur a

12% allant d’une température a I’autre chez KL3.
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Figure 27: Quantités d’éthanol produites par les souches de levures KL3, B et 63 aprés la fermentation sur
lactosérum protéiné a 37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).

Malgré le changement du milieu YPS par le lactosérum protéiné (résultats présenté dans
figure 27) la souche KL3 présente la production la plus intéressante en éthanol.
L’augmentation de la température n’agit pas d’une facon significative sur la synthése surtout

pour cette souche thérmotolérante.
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Figure 28:Quantités d’éthanol produites par les souches de levures KL.3, B et 63 aprés fermentation sur lactosérum
dé protéiné a 37°C, 42°C et 45°C durant 72 heures (n=3).
D’apres le graphe 28, la production du bioéthanol enregistre la méme variation dans le
lactosérum protéiné et dé protéiné a 37°C, 42 et 45°C. D’autre part, la souche KL3 reste la
souche thermo tolérante qui synthétise 1’éthanol avec un rendement intéressent. La production

maximale atteint en moyenne 22g/l durant 72 heures.

L’ensemble des résultats obtenus ont révélés que la production est plus intense dans le
milieu YPS a 15% de saccharose en comparaison avec les deux autres milieux de lactosérum,
ce qui preuve que les souches de levures posseédent 1’activité invertase. Elle est maximale pour
la souche KL3. D’autre part, les petits laits (protéiné et dé protéine) ont le méme effet sur la
fermentation alcoolique, alors ce projet peut étre exploité dans les deux volets, récupération
de bioéthanol et des protéines du petit lait. Notons que le lactosérum sans protéine est le plus
utilisé dans 1’industrie et par plusieurs chercheurs pour la fermentation alcoolique sur ce

milieu apreés la concentration du lactose (Fukuhara et al., 2006 ; Pedro et al., 2010).

Aussi les conditions de culture influencent d’une fagon similaire sur la productivité du
bioéthanol et de la biomasse avec une quantité plus élevée pour le premier (la méme chose
pour les souches H2bl, Gr2 et Grl sur les margines). Ce phénomeéne est expliqué par
I’orientation du métabolisme vers la synthése du produit (éthanol), précisément pour KL3 qui
présente la souche choisie pour arriver a une rentabilité de production intéressante. Sachant
que I’éthanol synthétis¢ provient du métabolisme des sucres simples, et que le lactosérum
contient un taux élevé de lactose, sa concentration atteint 74 g/l (J.L. BURGAUD 1969), alors
la souche KL3 posséde I’enzyme B-galactosidase avec une grande expression par rapport aux

autres souches. Cet enzyme dégrade le lactose en galactose et glucose, enfin ce dernier est
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facile a métaboliser en éthanol selon 1’équation de Gay Lussac: CgH1205 —2C,HsOH +
2CO..

D’un autre c6té, les quantités formées de la biomasse et du bioéthanol par la fermentation
sur le lactosérum sont un peu supérieures a celles obtenues dans les margines. En chiffre la
quantité de la biomasse maximale dans les margines est de 3.5g/l produite durant 72 heures
de fermentation. Concernant le lactosérum la concentration de la masse cellulaire produite
atteint 5.4 g/l. Dans les essais le bioéthanol produit par fermentation atteint 17 g/l dans les
margines et 22 g/l obtenus a partir du petit lait durant 72 heures. La recherche
bibliographique démontre qu’il n’existe aucun résultat dans la littérature concernant la
production du bioéthanol a partir des margines. A 1’exception d’une étude faite par (Hiba et
al, 2013) a partir les grignons déja prétraités par 1’acide sulfurique puis hydrolysés par
cellulase et traités par le charbon actif dans le laboratoire, avec une production de 1’éthanol
qui ne dépasse pas 3g/100 g des grignons. Donc nous sommes les premiers qui ont étudié la

fermentation alcoolique des margines par les souches thermotolérantes de levures.

En ce qui concerne la production du bioéthanol a partir de la fermentation sur le
lactosérum, notre résultat est concordant avec 1’étude elaborée par (Janssens et al., 1983) qui a
reporté une production qui atteint 23 g d’éthanol /I obtenu par la fermentation de lactosérum

dé-protéiné assurée par la levure Kluyveromyces fragilis.

3. Changement de pH en avant et aval de la fermentation alcoolique

L’effet du pH sur ’ensemble de ’activité cellulaire est également trés connu et se traduit
par un phénomeéne d’allure comparable a celle de la température. La plupart des
microorganismes actifs dans 1’intervalle de pH compris entre 3 et 4 ce qui nécessite un
contréle rigoureux de ce parametre.

Les valeurs mesurées de pH initial et final dans les trois milieux a différent températures

en avant et post fermentation, sont montrées par les figures 29, 30 et 31.
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Figure 29: Variations du pH aprés fermentation sur milieu YPS par les souches de levures KL3, B, 63 4 37°C, 42°C et
45°C pendant 72 heures (n=3).
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Figure 30: Variations du pH aprés la fermentation sur lactosérum protéiné par les souches de levures KL3, B, 63 a
37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).
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Figure 31: Variations du pH apreés fermentation sur lactosérum dé protéiné par les souches de levures KL3, B, 63 &
37°C, 42°C et 45°C pendant 72 heures (n=3).

Le pH du milieu lactosérum protéiné est proche de ceux du lactosérum dé protéiné avant et
apres la culture. On observe que le pH diminue d’une fagon moyennement forte apres la
fermentation dans YPS, a cause du pH initial qui égal a 6.5, mais le pH final marque une
légére variation dans le petit lait dé protéiné et protéiné par rapport au pH initial pour toutes
les températures et les souches. En plus ce parameétre par apport a ces derniéres reste presque
le méme ce qui prouve d’un coté que 1’élimination des protéines n’a aucun effet sur le pH de
ces déchets en avant et en aval de la fermentation et d’autre coté que le pH optimum de
I’activité de ces levures est compris entre 4 et 5.

Ce résultat est conforme a celui obtenu par (Ghaly et al., 1992). En effet, les auteurs ont
reporté que la croissance sur lactosérum de pH 4 a 5 est nécessaire pour assurer la croissance
et la survie des cellules de levures. Le développement de ces souches dans les conditions
optimums citées présente I’avantage d’éviter au maximum la contamination microbienne, ce
qui a été prouvé par (Van Uden, 1984) dans une étude ou il démontre que la température de
40°C et seulement 3% de I’éthanol sont suffisants pour exercer I’inhibition. Le fait de la
synthese d’éthanol implique I’inhibition de la production des acides organiques mixtes, donc

on évite une acidification forte des milieux de culture utilisés.
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e Conclusion et perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les margines de Fes
sont plus chargés en matiere organique exprimée en DCO par apport au lactosérum, ce qui
nécessite le choix du microorganisme et le procédé de (traitement / valorisation) le plus
performant dans le traitement des margines en comparaison avec lactosérum. Selon les
premiers essais, il a été trouvé 1’existence de deux souches performantes dans la fermentation
des effluents industriels (lactosérum protéiné, dé protéiné et margines), les souches de levures
qui occupent cette fonction sont KL3 sur le lactosérum sous deux formes et H2bl sur les
margines. Ce criblage a été appliqué sur six souches (KL3, B, 63 sur le petit lait et H2b1, Gr2,

Grl sur I’eau de végétation).

En relation avec le premier volet de ce travail, les margines sont plus toxiques que le
lactosérum en vue la nature des substances qui composent chaque sous-produits. C’est pour
cette raison qu’on s’intéresse plus a étudier la fermentation sur les margines, alors que 1’étude
de la cinétique de croissance sur les margines a été réalisée pour avoir une idée claire sur le
comportement de la souche performante H2b1l dans ce milieu trés toxique en comparaison
avec le milieu de laboratoire. Comme conséquence, la forme similaire des courbes de
croissance de notre souche de levure sur chaque milieu (YPS et Margines) démontre
I’adaptation de la souche H2bl avec les margines. Les graphes obtenus démontrent que la
production de 1’éthanol est associée a la croissance cellulaire, d’un coté ce qui présente
I’avantage de produire le bioéthanol dans un temps court. La souche H2b1l a permis d’avoir
un rendement maximal de synthése de 1’éthanol et de masse cellulaire au bout de 80 heures.
D’un autre coté ceci permet d’obtenir deux produits au méme temps (bioéthanol et biomasse)

exploitables dans I’industrie.

Les résultats montrent également que la souche H2bl possede des propriétés
exceptionnelles : la capacité de dégradation des polyphénols existants dans les margines
caractérisées par une forte phytotoxicité, précisément la souche H2b1 a permis d’obtenir un
taux d’élimination des phénols totaux qui atteint 82%, et la biodégradation de la charge
organiques exprimé en DCO et DBO5 avec un rendement trés important (dépassant 90%) et la
possibilité de croissance dans un pH optimum pour la souche compris entre 4.5 et 5, ce qui
donne l’avantage d’éviter la contamination au cours de la fermentation a 1’échelle du

laboratoire et industrielle. En effet, La souche H2bl est capable de dégrader a la fois des
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polymeres et des composés organiques grace a son équipement enzymatique tres riche en

enzymes jouant un réle tres important dans le métabolisme alternatif.

Dans le traitement des margines, le probleme réside dans la méconnaissance des
facteurs clés de la bio dépollution. Ainsi pour 1’élaboration d’un procédé biotechnologique
innovant, nous devrons faire appel a des études biochimiques et génie génétique qui doivent
se joindre au génie des procédés.

En ce qui concerne le lactosérum, le présent projet a été divisé en trois volets
indépendants : la production des protéines, biomasse et bioéthanol au méme temps par la
souche de levure KL3. La production et la croissance optimale étaient a 37°C, ainsi la souche
choisie est thérmotolérante car il a une activité non négligeable dans les températures 42°C et
45° par apport aux souches B et 63. Le pH optimal de croissance pour la souche KL3 est

compris entre 4 et 5.

D’un autre coté, les quantités formées de la biomasse et du bioéthanol par la fermentation
sur le lactosérum sont un peu supérieures a celles obtenues sur les margines. En chiffre la
quantité de la biomasse maximale sur les margines est de 3.5g/l produite durant 72 heures de
fermentation, concernant le lactosérum la concentration de la masse cellulaire produite atteint
5.4 g/l. Dans les essais le bioéthanol produit par fermentation atteint 17 g/l sur les margines et
22 g/l obtenu a partir du petit lait durant 72 heures. La recherche bibliographique démontre
qu’il n’existe aucun résultat dans la littérature concernant la production du bioéthanol a partir
des margines. A I’exception d’une étude faite par (Hiba et al, 2013) a partir les grignons déja
prétraités par 1’acide sulfurique puis hydrolysés par cellulase et traités par le charbon actif
dans le laboratoire, avec une production de 1’éthanol qui ne dépasse pas 3g/100 g de grignon.
Donc nous sommes les premiers qui ont étudié la fermentation alcoolique des margines par

les souches thermotolérantes de levures.

En ce qui concerne le bioéthanol formé a partir de la fermentation sur le lactoserum, notre
résultat est en bonne concordance avec 1’étude élaborée par (Janssens et al 1983) qui a
reporté une production qui atteint 23 g d’éthanol /I obtenu par la fermentation de lactosérum

dé-protéine assuree par la levure Kluyveromyces fragilis pendant 74 heures.
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En bref I’aspect important de ce travail réside dans le choix des souches de levures
thérmotolérantes et le procédé avec leurs conditions optimums qui permettent d’assurer le
traitement et la production de la valeur ajoutée a partir ces déchets de 1’industrie oléicole et
laitiere, Alors par la suite ces effluents ne peuvent étre considérés comme source de
préjudice pour 1’environnement mais des milieux de culture stables sont facilement

exploitables. Donc notre projet a trois retombées : économiques, environnementale et sociale.

Ces résultats ouvrent la possibilité de I’immobilisation des cellules de levures, ainsi
que I’induction métabolique de nos souches thermotolérantes de levures ce qui pourrait

améliorer le rendement d’épuration de ces effluents issus de I’industrie agroalimentaire.

Il serait également envisageable d’étudier la capacité de la Co-culture des deux

souches H2b1 et KL3 pour traiter les margines et le lactosérum.

D’autre part, le clonage des genes métaboliques utiles et leurs expressions par les
souches sélectionnées permettent d’améliorer le rendement du procédé de fermentation,
surtout dans le cas de I'utilisation des promoteurs forts.

L’exploitation de notre nouveau procédé de fermentation a haute température a
I’échelle industrielle, serait possible aprés 1’étude des perspectives préalablement cité et la

collaboration entre les entreprises et les établissements de 1’état concernés.
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