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Introduction générale

La limitation de la consommation de carburants issus de la pétrochimie est devenue 1’un des
enjeux majeurs de ce début de XXI°™ sigcle. Leur utilisation, en hausse constante, représente
un facteur important de la pollution atmosphérique et a donc des répercussions non négligeables
sur le réchauffement climatique et sur la santé humaine. De plus, la limitation, voire la
diminution, de la consommation de carburants permettrait de restreindre 1’utilisation de
ressources pétrolieres de plus en plus limitées, et de réduire la dépendance énergétique de
certains pays, notamment celle des nations européennes, envers les pays exportateurs de pétrole.
Relever ce défi ne peut se faire sans la mise en place d’une série de mesures, comme la
modification des habitudes des usagers, la diminution de la consommation des véhicules ou
I’utilisation de carburants alternatifs comme le gaz, 1’électricité, I’hydrogéne ou les
biocarburants.

Les biocarburants sont les carburants alternatifs les plus simples a mettre en place, puisqu’ils
ne nécessitent pas de véhicules adaptés et le développement d’un réseau de distribution
d’énergie, contrairement notamment aux vehicules électriques, a air comprime ou a hydrogeéne.
Produits a partir de biomasse, ils sont renouvelables et a priori moins polluants que leurs
homologues pétroliers, puisque le dioxyde de carbone produit par leur combustion provient du
de celui capté dans I’atmosphére lors du développement de la plante. Le biodiesel, élaboré a
partir d’huiles végétales, peut parfaitement se substituer au diesel classique. Son pendant
concernant 1’essence est 1’éthanol, qui peut étre incorporé jusqu’a hauteur de 10% pour la
majorité des véhicules produits actuellement. Il est congu via la fermentation de sucres
provenant de canne a sucre, de betterave ou de céréales. L’utilisation de telles ressources
alimentaires a été mise en cause dans la hausse des cours de certaines denrées alimentaires, et
pose de toute manicre des problémes éthiques alors que, d’aprés I’ONU, plus de 840 millions
de personnes souffrent de malnutrition dans le monde.

L’avenir du bioéthanol passe alors par le développement d’une nouvelle génération, fabriquée
a partir de matiére lignocellulosique qui n’est pas utilisée dans 1’alimentation humaine. Cette
seconde génération exploite les saccharides composant la cellulose et les hémicelluloses de la
biomasse, les extrayant et les fermentant sous forme d’éthanol. L’utilisation d’éthanol de
seconde génération comme carburant est plus bénéfique pour I’environnement que la premiere
génération, et a un impact bien plus faible sur les ressources alimentaires. Néanmoins, le
proceédé de fabrication n’est pas encore mature.

L’utilisation de la biomasse pour produire des substituts aux produits pétroliers est a I’origine
du concept de bioraffinerie. Une bioraffinerie, par analogie a la raffinerie pétroliere exploitant
chaque constituant du pétrole, est une installation permettant de valoriser de maniere optimale
chaque composant de la biomasse sous forme de matériaux, produits chimiques, carburants ou
énergie. Une usine de pate kraft incarne parfaitement ce concept. La pate a papier fabriquée
selon le procédé kraft représente aujourd’hui 75% de la production de pate a papier vierge dans
le monde. Une usine kraft extrait et vend des produits chimiques provenant des extraits du bois,
comme la térébenthine ou le tall-oil. De plus, une telle usine est excédentaire en énergie grace
a la combustion de la lignine extraite du bois. Cependant, I’ensemble de la biomasse n’y est pas
valorisé de maniere optimale. En effet, les hémicelluloses, constituant 25 a 30% du bois, sont
en majorité bralées afin de produire de 1’énergie, particuliérement lors de 1’utilisation de bois
de résineux comme matiére premicre. Or, leur pouvoir calorifique relativement faible n’en fait
pas un candidat idéal a la production d’énergie par combustion. De plus, les hémicelluloses sont
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des polymeres constitués de sucres qui peuvent étre potentiellement valorisés, par exemple par
fermentation en éthanol. L’objet de cette étude sera donc I'utilisation de ces hémicelluloses
pour la production de bioéthanol au sein d’une usine de pate kraft.

La législation européenne et nord-américaine encourage fortement 1’incorporation d’énergies
renouvelables dans les transports. La demande en éthanol ne peut donc que croitre dans les
futures années. De plus, I’extraction des hémicelluloses pourrait permettre a une telle usine de
produire, a la place de pate a papier, de la pate a dissoudre, qui constitue un produit a plus haute
valeur ajoutée. La production de bioéthanol, mais aussi de pate a dissoudre, constituerait de
nouveaux débouchés et de nouvelles sources de revenus pour une industrie en difficulté qui a
besoin de se diversifier, notamment en Europe et en Amérique du Nord. Dans ces régions, les
usines souffrent de la concurrence venue d’Amérique du Sud et d’Asie ou les usines sont plus
modernes et le prix des matieres premieres trés avantageux.

L’objectif de cette étude est de proposer un procédé complet et industriellement applicable,
permettant la production simultanée de cellulose et d’éthanol dans une usine de pate kraft.

Le chapitre 1 sera constitué d’une revue bibliographique décrivant 1’état de 1’art sur la
production d’éthanol de seconde génération en général, et dans une usine de pate kraft en
particulier. Elle s’intéressera plus particuliérement aux différents procédés d’extraction des
hémicelluloses, et notamment leur impact sur la fermentation subsidiaire en éthanol. L’une des
principales différences entre les deux générations d’éthanol est que la seconde nécessite la
fermentation d’une solution contenant une myriade de composants formés durant 1’extraction
des sucres fermentescibles, et qui pour certains sont néfastes a la fermentation. Dans le cas
particulier de cette étude, la limitation de 1I’impact du procédé sur les fibres destinées a la
fabrication de pate constitue également un facteur important a prendre en compte.

Le chapitre II sera consacré a 1’étude des différents procédés d’extractions et d’hydrolyse des
hémicelluloses, sélectionnés d’aprés le chapitre précédent. L’attention sera particulierement
portée sur la composition des hydrolysats, le but étant de trouver le meilleur compromis entre
la quantité d’hémicelluloses extraite et les concentrations en espéces connues pour inhiber la
fermentation.

Le chapitre Il sera dedié a la fermentation des hexoses résultants de I’hydrolyse des
hémicelluloses. Certains hydrolysats obtenus dans le chapitre 11 seront fermentés directement.
Une ¢étude de I’'impact de chaque espéce inhibitrice de la fermentation sera effectuée. Enfin, la
production d’éthanol sera optimisée en soumettant plusieurs souches de levures a un procédé
d’acclimatation.

Le chapitre 1V constitue une étude technico-économique de la production d’éthanol dans une
bioraffinerie papetiére. Elle revient notamment les conclusions de trois études afin de
déterminer les avantages économiques des procédés mis au point dans les chapitres précédents.

Les résultats des chapitres 11 & IV sont principalement basés sur des expériences en laboratoire
dont les méthodes sont décrites dans le chapitre V.
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Chapitre I : Revues bibliographique

A. La biomasse lignocellulosique

La biomasse végétale terrestre constitue la matiere premiére utilisée dans cette these. Il est donc
important, avant toute chose, de la definir. Elle est habituellement divisée en trois catégories.
La biomasse a glucide comprend I’amidon, composant des céréales et des tubercules, et le
saccharose, provenant de canne a sucre ou de betterave. La biomasse oléagineuse regroupe
quant a elle les différentes huiles végétales (palmier, soja, tournesol, colza,...). Enfin, la
biomasse lignocellulosique compose le bois, les plantes annuelles, la bagasse de canne a
sucre,... Elle est appelée ainsi étant principalement composée de cellulose et de lignine, mais
elle comporte également les hémicelluloses. La biomasse lignocellulosique est majoritaire. La
cellulose est ainsi le polymére présent en plus grande quantité sur la Terre [1]. Environ 10*
tonnes de cellulose sont synthétisées annuellement dans le monde [2]

Il s’agit de cette biomasse lignocellulosique, et plus spécifiquement celle composant le bois,
qui est utilisée dans cette thése.

1 Composition globale des matieres premieres
lignocellulosiques

La biomasse lignocellulosique est donc constituée avant tout de cellulose, d’hémicelluloses et
de lignine, mais comprend aussi, en faible quantité, des extractibles (matiéres pouvant étre
extraites avec certains solvants) et des cendres. Le bois est constitué de fibres, elles-mémes
composées principalement de cellulose. La lignine et les hémicelluloses forment une matrice
qui maintient les fibres entre elles, comparable a un ciment. Une partie de la lignine est
également incluse dans les parois des fibres.

Les essences d’arbres sont classées en deux catégories, les résineux (ou coniferes) et les feuillus.
Cette disparité, visible a I’ceil nu, s’applique également au niveau de leur fonctionnement, de
leur composition ou de leur utilisation. Les fibres de résineux sont par exemple plus longues
que celles de feuillu, et sont donc employées de maniere différente dans la fabrication du papier.
Les proportions de cellulose, hémicellulose et lignine varient également de maniére
significative selon les espéces. En moyenne, le bois de feuillu contient moins de lignine que le
bois de résineux [3], [4]. Cependant, comme I’illustre le Tableau 1, les proportions entre les
composants principaux du bois varient surtout en fonction des espéces. La paille des plantes
annuelles et la bagasse de canne a sucre ont généralement une plus faible teneur en lignine
comparee au bois.

En outre, de nombreuses différences existent dans la composition de la lignine, et surtout des
hémicelluloses, entre les différents types de matiere premiére lignocellulosique, ce qui dictera
leur utilisation.
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Résineux Référence  Cellulose  Hémicelluloses Lignine

Epicéa commun (Picea abies) (5] 40 31 28
Epinette blanche (Picea glauca) [6] 41 31 27
Sapin baumier (Abies balsamea) [6] 42 27 29
Pin blanc (Pinus strobus) [6] 41 27 29
Pruche du Canada (Tsuga canadensis) [6] 41 23 33
Thuya (Thuja occidentalis) [6] 41 26 31
Méléze laricin (Larix laricina) [5] 44 25 29
Pin de Monterey (Pinus radiata) [3] 38 33 27
Pin sylvestre (Pinus sylvestris) [3] 41 30 27
Méléze sibérien (Larix sibirica) [3] 42 30 27
Feuillus

Erable rouge (Acer rubrum) [6] 45 29 24
Orme d'’Amérique (Ulmus americana) [6] 51 23 24
Peuplier faux-tremble (Populus tremuloides) (6] 48 27 21
Bouleau a papier (Betula papyrifera) [6] 42 38 19
Hétre (Fagus grandifolia) (6] 45 29 22
Plantes annuelles

Switch grass (Panicum virgatum) [4] 45 31 12
Paille de blé 3] 30 50 15
Bagasse de canne a sucre [3] 40 30 20

Tableau 1: Composition massique de différentes espéces d’arbres et de plantes annuelles (% par rapport a
la masse séche, apres écorcage et extraction des extractibles) [3]-[6]

2 Lacellulose

La cellulose est un polymére linéaire commun a toutes les espéces végétales, ayant pour motif
monomere le cellobiose, lui-méme étant un dimére composé de deux unités glucoses reliées
entre elles par des liaisons glycosidiques p-1,4 (Figure 1). De plus, des liaisons hydrogénes
peuvent également se mettre en place au sein d’une méme molécule. Il est a noter que le degré
de polymérisation de la cellulose tient compte des unités glucose.

OH

o OH
HO HO OH

HO O
OH O

OH

Figure 1 : Molécule de cellobiose

Le degré de polymérisation de la cellulose dans le bois avant tout traitement varie selon les
especes mais est généralement situe autour de 10 000 et peut atteindre 15 000 pour le coton [5].
L’une des extrémités de la cellulose est inerte, alors que 1’autre est réductrice, formée d’un
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aldéhyde. Les chaines de cellulose sont liees entre elles par des liaisons hydrogenes, pour
former des microfibrilles, puis des fibres. Au sein des microfibrilles se succedent des zones
cristallines et des zones amorphes, avec une légére prédominance pour les premiéres [5]. Ces
zones cristallines s’averent constituer une protection aux traitements chimiques, contrairement
aux hémicelluloses par exemple (cf. partie B.3 de ce chapitre)

3 Les hémicelluloses

Contrairement a la cellulose, qui est identique a toute espéce végeétale, plusieurs polysaccharides
se cachent sous la dénomination « hémicelluloses ». Leur nom, impropre, s’explique par leur
degré de polymeérisation plus faible par rapport a celui de la cellulose (il varie de 50 a 200 dans
le bois [5]). En regle générale, les hémicelluloses sont des hétéropolymeres pouvant étre
ramifiés. Ils sont constitués d’hexoses (glucose, galactose et mannose), de pentoses (xylose et
arabinose) et d’acides uroniques. Le rhamnose et le fucose peuvent également entrer dans la
composition des hémicelluloses, mais en faible quantité. Certains groupes hydroxyles sont
substitués par des groupes acétyles. De méme que pour la cellulose, les hémicelluloses
possédent une extrémité inerte et une autre réductrice.

D’une manicre générale, les hémicelluloses de feuillus et de plantes annuelles sont constituées
en majorité de pentoses, alors que celles de résineux comportent plutdt des hexoses (Tableau
2).

Acides Groupes

Résineux Réf. Xyl Ara Man Gal Rham uroniques _ acétyles
Pin [7] 5,3-1,6 2-42 56-133 1,9-3,8 - 2,5-6 1,2-19
Epicéa commun (Picea abies) [381,[7] 5,2-10,2 1,0-1,2 9,4-150 1,943 0,3 1,8-58 1,4-2,4
Pin blanc (Pinus strobus) [5] 7,6 1,7 8,1 3,8 - 52 1,2
Meéléze laricin (Larix laricina) [7] 6,0 1,3 12,3 2,4 - 2,8 1,6
Sapin baumier (Abies balsamea) [7] 5,2 1,1 10 1 - 48 1,4
Pin sylvestre (Pinus sylvestris) [7] 7,6 1,5 12,4 1,8 - 5 1,6
Feuillus

Erable [3] 18,1-194 0,8-1 1,3-3.3 1 - 49 3,6-3,9
Tremble [3] 18-27,3 0,740 09-24 06-15 05 4,8-5,9 4,3
Eucalyptus [3] 14-19,1 0,6-1 1-2,0 1-19 0,31 2 3
tPr((a:}l;tjlljilzridféusj)x-trembIe (Populus 3] 212 0.9 35 11 . . 3.9
Plantes annuelles

Paille de blé [7] 19,2-21,0 2,4-38 0-0,8 1,7-2,4 - - -
Paille de riz [7] 14,8-23  2,7-45 1,8 0,4 - - -
Bagasse de canne a sucre [71 20,5-256 2,3-6,3 0,5-0,6 1,6 - - -

Tableau 2: Proportion des saccharides autres que le glucose, ainsi que des acides uroniques et des groupes
acétyles pour différentes especes (% par rapport a la masse séche, apres écorcage et extraction des
extractibles) [3], [5], [7]

3.1 Galactoglucomannanes et glucomannanes

Les galactoglucomannanes (O-acetyl-galactoglucomannanes, appelés aussi GGM) sont les
principales hémicelluloses contenues dans les résineux, en composant entre 15 et 25% de leur
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masse (Figure 2) [6], [7]. Il s’agit de polyméres ramifiés ayant une chaine principale composée
d’unités mannose et glucose liées par des liaisons glycosidiques B-1,4. Des unités de galactose
y sont parfois liées par des liaisons glycosidiques a-1-6. Les ratios entre unités mannose,
glucose et galactose sont reportés dans le Tableau 3 pour certaines espéces de résineux. Les
carbone C2 et C3 des constituants de la chaine principale peuvent étre acétylés, avec environ
un groupe acétyle pour 3—4 hexoses [7].

—» 4-B-D-Glc p-1 —»4-B-D-Man p-1 — 4-B-D-Man p-1 — 4-$-D-Man p-1 —»

6 23

A A

1 Ac
a-D-Galp

Figure 2 : Exemple de galactoglucomnnane de résineux [8]

Ratios
Mannose : glucose: galactose

Ginkgo biloba 36:1:0.2
Méléze de Sibérie (Larix sibirica) 3:1:1
Méléze laricin (Larix laricina) 2,8:1:0,12
Epinette noire (Picea mariana) 3:1:1
Pin de Monterey (Pinus radiata) 3,7:1:0,13
Pin sylvestre (Pinus sylvestris) 2,8—43:1:0,2—0,26

Tableau 3 : Ratios mannose : glucose : galactose dans les GGM de certains résineux [5]

Les hémicelluloses de bois feuillus contiennent des glucomannanes en bien plus faibles
quantités (3 a 5% par rapport au bois). Ce sont des polymeres légérement ramifiés, non acétylés,
et qui ne comportent pas de galactose [3]. En moyenne, 1,5 a 2 unités mannose sont observées
pour une unité glucose dans les bois feuillus [5]. Les résineux peuvent également comporter de
tels glucomannanes en faible proportion [7].

3.2 Xylanes

Le xylane est I’hémicellulose prédominante dans le bois de feuillu, sous la forme d’O-acetyl-
4-O-methylglucuronoxylane (Figure 3). Il entre a hauteur de 15 a 30% dans la composition
globale du bois. La chaine principale de ce polymere est constituée d’unités xylose liées entre
elles par des liaisons glycosidiques B-1,4. Des groupes 4-O-methylglucuroniques peuvent étre
liés par des liaisons a-1-2, a raison d’un groupe pour 10 unités xylose environ (Tableau 4 et
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[7]). Des groupes hydroxyles, en C2 et C3, peuvent également étre substitués par des groupes
acétyles, selon un ratio de 3,5 a 7 groupes substitués pour 10 xyloses [6].

HO,C

—» 4-B-D-Xyl p-1 4-B-D-Xyl p-1 4-B-D-Xyl p-1 — 4-B-D-Xyl p-1 — 4-B-D-Xyl p-1 —
23 2
R = CHaCO R 1

4-0-Me-a-D-GIcA p

Figure 3 : Exemple de xylane de feuillus [8]

Ratios
Xylose : acide méthylglucuronique
Bouleau a papier (Betula papyrifera) 10—11:1
Erable argenté (Asaccharum) 10:1
Eucalyptus globulus 10—11:1
Peulier noir (Populus nigra) 9,7:1
Peuplier faux-tremble (Populus tremuloides) 9:1

Tableau 4 : Ratios xylose : acide méthylglucuronique pour certains feuillus [5]

Les xylanes de résineux, présents a hauteur de 5 a 15% [3], [7], sont des arabino-4-O-
méthylglucuronoxylanes. La chaine principale est toujours constituée de xylose, avec un degré
de substitution par des groupes acétyles plus faible que pour les xylanes de feuillu. En plus des
groupes 4-O-methylglucuroniques, des unités arabinose sont également liées aux unités xylose
par des liaisons a-1-2 et a-1-3, pour des ratios arabinose : xylose de 1’ordre de 6—10 : 1, comme
I’illustre le Tableau 5.

Ratios i )
) . o . Ramifications par molécule
Xylose : arabinose : acide glucuronique
Epicéa commun (Picea abies) 74:1:125 1,8
Gingko biloba 9:1:15 1,3
Méléze de Sibérie (Larix sibirica) 10:1:39 -
Pin de Monterey (Pinus radiata) 53:1:0,9 0,7
Pin sylvestre (Pinus sylvestris) 116:1:3,7 -

Tableau 5 : Ratios xylose/ arabinose/acide glucuronique pour certains résineux [5]
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3.3 Autres hémicelluloses

D’autres types d’hémicelluloses existent, mais ils sont présents en faible quantité, composant
moins de 5% du bois [5], [7]. Les xyloglucanes entrent dans la composition des feuillus. Leur
chaine principale est composée de glucose et de xylose, avec 75% de ces unités possédant des
ramifications composées par des unités galactose, xylose ou arabinose. Les ramifications
peuvent étre constituées de deux ou trois unités.

Les arabinoxylanes peuvent étre présents dans certains feuillus, et en grande quantité dans le
méléze et les plantes annuelles. Leur composition est similaire a celle des O-acetyl-4-O-
méthylglucuronoxylanes, avec cependant une quantité d’unités arabinose plus importante.

3.4 Lignine

La lignine est le constituant du bois qui lui confére sa résistance, mais aussi sa couleur. Il s’agit
d’un polymere phénolique amorphe et irrégulier, ayant un DP situ¢ autour de 100 unités
phénoliques [6], [8]. Il n’existe pas de structure propre a la lignine, mais trois unités de base, le
guaiacylpropane, le p-hydroxyphénylpropane et le syringylpropane peuvent étre définies
(Figure 4, [5]).

OH OH
F F
H.CO OCH
OH OH
A B C

Figure 4 : Unités de base de la lignine (A : guaiacylpropane ; B : p-hydroxyphénylpropane ; C :
syringylpropane) [6]

Les différences de compositions des lignines, selon les especes, se traduisent par des différences
de ratios entre ces trois unités. Ainsi, la lignine de résineux est composée en majorité d’unités
guaiacylpropane. L’épicéa présente par exemple 95 unités guaiacylpropane pour un
syringylpropane et 5 p-hydroxyphénylpropane. La répartition est de 86:2:13 pour le pin taeda
[3]. La lignine de feuillu contient quant a elle une majorité d’unités syringylpropane.

La Figure 5 donne un apergu d’une molécule de lignine de résineux et montre que les unités
phénoliques sont liées majoritairement entre elles par des liaisons éther (généralement p-O-4)
et dans, une moindre mesure, de liaisons carbone-carbone (5-5 et B-B pour les plus courantes)

[5].

20



Figure 5 : Exemple de schéma structurel de lignine [9]

La lignine et les polysaccharides forment des liaisons appelées complexe ligno-saccharides
(LCC pour Lignin-Carbohydrate Complex). Dans les faits, ces liaisons relient la lignine aux
chaines hémicellulosiques, la cellulose n’étant pas ou peu concernée. Elles sont de type benzyle
ether, benzyle ester ou phényle glycoside [10].
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3.5 Extractibles

Les extractibles, aussi appelés extraits, sont, comme leur nom I’indique, les composés du bois
pouvant étre extraits a I’aide de différents solvants comme 1’eau, 1’acétone, 1’éthanol ou le
benzéne. Leur teneur ne dépasse généralement pas 5% de la composition du bois [5]. Sous ce
terme générique est regroupé un grand nombre de molécules. Les extractibles des résineux sont
principalement composés de terpeénes et terpénoides (d’ou est extraite la térébenthine
notamment), mais aussi d’acides gras, d’acides résiniques, de composés phénoliques et lignanes
(composés constitués de deux unités phénoliques), des cires, des graisses et des alcools.

Les extractibles de feuillus sont semblables, avec une proportion plus faible en terpénes. Des
tannins rentrent également dans leur composition [3], [5].

3.6 Composés inorganiques

Les composeés inorganiques, aussi appelés cendres, représentent les résidus de la combustion
du bois. Ils en composent moins de 1% [5] dans les zones tempérées (jusqu’a 5% dans certains
bois tropicaux). Leur composition dépend principalement du sol sur lequel a poussé 1’arbre. 11
est toutefois possible de dégager certaines tendances : les cendres sont constituées en général
de calcium, potassium, magnésium et manganese, par ordre décroissant d’abondance. Il est
également possible de trouver selon les arbres du sodium, de chlore, du potassium, de
I’aluminium, du fer, du cuivre et/ou du zinc.

B. Concept de bioraffinerie

1 Définition

Le concept de bioraffinerie a été développé ces derniéres années. Il s’agit d’une installation
industrielle destinée a valoriser la biomasse dans son ensemble, en un méme endroit et en une
gamme de produits qui peut prendre la forme de produits chimiques, de carburants ou d’énergie
[6]. Ce terme a été créé par analogie a la raffinerie pétroliére, qui valorise sous la forme d’une
multitude de produits le pétrole brut. Cette désignation est d’autant plus vraie que 1'un des
enjeux du développement des bioraffineries est de produire des substituts aux dérivées
pétroliers pour, a terme, les suppléer. Il existe une grande variété de produits pouvant étre
obtenus a partir de biomasse, qu’il est possible de classer en trois catégories, les matériaux, les
biocarburants et les produits chimiques [11]. Les carburants peuvent étre le biodiesel, le
bioéthanol, le butanol ou méme des hydrocarbures similaires a ceux obtenus par la pétrochimie.
Les matériaux possibles sont par exemple les fibres cellulosiques, les dérives de la cellulose,
les nanocristaux de cellulose [12], les microfibrilles de celluloses [13] ou encore des polymeéres.
En ce qui concerne les produits chimiques, le ministere de 1’énergie américain, en collaboration
avec le NREL (National Renewable Energy Laboratory) a déterminé quinze molécules a
produire prioritairement par la bioraffinerie. Ce top ten (Tableau 6), établi en 2004, a été
sélectionné parmi 300 molécules pouvant étre produites a partir de saccharides. Pour étre
sélectionnée, une molécule doit répondre aux criteres suivants :

o Elle peut étre produite selon un procédé connu, du moins en théorie

e Elle doit servir de précurseur a plusieurs sous-produits

e Elle, ou ses sous-produits, doivent concurrencer des dérivés pétroliers
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e Le marcheé potentiel doit étre important
e Larecherche au sujet de cette molécule avance, ou elle est déja produite industriellement

A titre d’exemple, la bioraffinerie francaise de Bazancourt-Pomacle produit de ’acide
succinique a partir de biomasse depuis 2010, alors que ce composé¢ est d’habitude
majoritairement obtenu a partir de dérivé pétrolier [14].

Molécules sélectionnées

acides 1,4 succinique, fumarique et malique
Acide 2,5 furan dicarboxylique
Acide 3 hydroxypropionique
Acide aspartique
Acide glucarique
Acide glutamique
Acide lévulinique
3-hydroxybutyrolactone
Glycérol
Sorbitol

xylitol/arabinitol

Tableau 6 : Le top ten du DOE en 2004: quinze précurseurs a produire prioritairement a partir de
biomasse, selon le NREL [15]

Cette liste a été mise a jour en 2010 par les mémes auteurs [16]. Avec six années de recul, ils
ont réévalué leurs critéres et effectué le méme travail, en tenant compte de la recherche
effectuée depuis 2006 (Tableau 7). Cela a permis notamment d’éliminer les acides 1,4
succinique, fumarique et malique, qui n’ont pas fait 1’objet de recherches intensives. A
contrario, I’éthanol, vu alors comme un carburant, est intégré dans la liste, grace a I’intérét dont
il fait I’objet en tant que précurseur de multiples produits comme par exemple 1’éthylene, par
déshydratation, ou I’acide acétique par oxydation [16]. Il présente également 1’avantage d’étre
déja produit a grande échelle. La présence de furanes, glycérol et acide lévulinique peut
également étre soulignée. Ces produits sont en effet synthétisés lors de la production d’éthanol
hémicellulosique (cf. les parties B.3 et C ce chapitre).
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Molécules sélectionnées

Ethanol
Furanes (furfural)

Glycérol et dérivés (HMF, FDCA)
Hydrocarbures (isopropéne)
Acide lactique
Acide succinique
Acide (aldéhyde) 3 hydroxypropionique
Acide lévulinique
Sorbitol
xylitol

Tableau 7 : Top ten mis a jour en 2010 [16]

Ce top ten peut étre discutable mais donne un apercu des produits chimiques type qu’une
bioraffinerie doit chercher a produire.

Deux types de bioraffineries sont généralement définis, qui se distinguent par leurs procédés :
la plateforme thermochimique et la plateforme sucre [17], [18]. La premiere se caractérise par
la déstructuration complete de la biomasse en composés de base (de type syngas) qui servent
ensuite de precurseur a la synthese de nouveaux produits. La seconde, également appelée
plateforme biochimique, fractionne la biomasse pour en extraire ou utiliser directement les
sucres qu’elle contient comme précurseurs pour la synthése de nouveaux produits.

1.1 Plateforme thermochimique

Plusieurs procédés peuvent étre utilisés dans le cadre d’une plateforme thermochimique : la
combustion, la pyrolyse, la torréfaction et la gaze€ification. Les intrants peuvent étre composés
de biomasse lignocellulosique de base (bagasse, paille...) mais également de sous-produits
comme la liqueur noire résultant du procédé Kraft, dont la gazéification semble prometteuse
[19].

La combustion est utilisée principalement pour produire de I’énergie. La torréfaction et la
pyrolyse sont généralement utilisées en prétraitement d’une gazéification. La torréfaction [20],
[21] permet d’obtenir une biomasse plus facile 8 moudre (une biomasse composée de fines
particules sphériques étant un prérequis a la gazeéification), alors que la pyrolyse permet
d’obtenir une bio-huile, qui peut étre valorisée sous forme d’autres produits, ou gazéifiée [22].
La gazéification de biomasse donne deux phases : les gaz de synthése (ou syngas), et une phase
solide composée de « char » et de goudrons (Figure 6). Les ratios entre gaz de synthése et
goudrons, ainsi que leurs compositions, peuvent étre ajustés en modifiant la température, la
durée, le ratio d’oxygéne introduit ou en utilisant des catalyseurs [23], [24].

Les gaz de synthese, principalement composeés de dihydrogéne, de monoxyde de carbone et de
dioxyde de carbone, peuvent étre directement brulés dans une turbine afin de produire de
I’énergie. Le dihydrogeéne peut également étre utilis€ comme source d’énergie (pile a
combustible). Le monoxyde de carbone et le dihydrogéne peuvent enfin servir de précurseurs
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a d’autres produits, comme du méthanol [25], le dimethyl-ether, du méthane, de 1’éthanol [26]
ou des hydrocarbures via le procédé Fischer-Tropsch.

Biomasse

Pré-traitement

traitement
mécanique,
torréfaction et/ou
pvrolvse rapide

Gazéification Char, goudrons

Post-traitement

Purification des gaz,
ajustement du ratio
H,/CO

Syntheése Fischer-
Tropsch

Autres syntheses

Cogénération

Méthanol, méthane,
Electricité Vapeur Hydrocarbures ethanol, Dimethyl-
ether, dihydrogéne

Figure 6 : Exemple de plateforme thermochimique: gazéification de la biomasse et les différentes
possibilités offertes pour la valorisation des gaz de synthése

1.2 Plateforme sucre

La plateforme sucre utilise des procédés permettant d’extraire les sucres contenus dans le bois
(amidon, saccharose, cellulose et hémicelluloses) et de les valoriser. Ce procédé est également
appelé plateforme biochimique car certains procédés de valorisation utilisent des
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microorganismes pour effectuer des fermentations ou des hydrolyses enzymatique. C’est ce
type de bioraffinerie qui fait I’objet de cette these.

Contrairement aux procédés thermochimiques, certains procédés de fractionnement de la
biomasse végétale sont matures et utilisés a 1’échelle industrielle. Les produits fabriqués en plus
grande quantité sont les fibres cellulosiques (161 MT produites en 2012, incluant la pate a
papier de fibres vierges écrue et blanchie et la pate a dissoudre) et deux biocarburants : 1’éthanol,
produit a partir de saccharose et d’amidon principalement (104 MT produites en 2012 [27]), et
le biodiesel, congu a partir d’oléagineux (19 MT produites en 2012 [28]).

La méthanisation, qui est une fermentation spécifique, est souvent employée pour dégrader la
biomasse de déchets agricoles ainsi que dans les stations d’épuration. Elle permet de produire
principalement du méthane et du dioxyde de carbone par une digestion anaérobie menée par
plusieurs microorganismes travaillant en synergie.

2 De P’usine Kraft a la bioraffinerie

Bien que le concept de bioraffinerie n’ait été développé que récemment, 'utilisation et la
valorisation de la biomasse sont quant a elles établies depuis bien longtemps. Ainsi, les usines
de pate chimiques appliquent d’ores et déja le concept propre a la bioraffinerie en séparant les
constituants de la biomasse et en les valorisant. Toutefois, elles ne valorisent pas la totalité de
la biomasse, et les débouchés ne sont pas forcément optimaux.

Deux procédés dominent concernant la fabrication de fibres cellulosiques, le procédé kraft et le
procedé au sulfite.

2.1 Procédé kraft

De nos jours, le procéde kraft, ou procédé au sulfate, représente 75% de la pate vierge fabriquée
dans le monde avec 127 000 KT produites en 2012, loin devant la pate mécanique (20%) [29].
Le principe du procédé kraft a été breveté en 1884. Jusqu’a cette date, la production de pate a
papier chimique était effectuée avec de la soude. La soude était régénérée via la combustion de
la liqueur de cuisson puis une caustification. Du carbonate de sodium (Na>COs3) était ajouté
avant la caustification pour faire I’appoint. Afin de réduire les cofts, un certain Carl Dahl essaya
de substituer le carbonate de sodium par du sulfate de sodium (Na,SOs3). Du sulfure de sodium
(Na2S) était alors généré dans la liqueur de cuisson. Il observa alors que la pate produite
possédait de bien meilleures propriétés mécaniques. Le procédé kraft (qui signifie « solide » en
suéedois) était né. Il a cependant fallu attendre le développement et I’amélioration des techniques
de blanchiment pour que ce procédé s’impose au détriment du procédé au sulfite.
Aujourd’hui, ce procédé ne se contente pas de produire des fibres cellulosiques, mais ¢galement
d’autres produits issus du bois, comme le tall-oil et I’essence de térébenthine [6]. De plus, le
procéedeé kraft est excédentaire en énergie dans les usines modernes. Il permet non seulement de
subvenir aux besoins d’une usine de pate pour la cuisson, la régénération des réactifs et le
blanchiment, mais également de produire du papier, dans le cas des usines intégrées, ou de
vendre 1’¢lectricité en surplus sur le réseau. La production de matériaux, de produits chimiques
et d’énergie font d’une usine de pate Kraft un exemple typique de bioraffinerie.

Le principe global de la fabrication de pate chimique est d’isoler les fibres cellulosiques en les
libérant de leur carcan de lignine. De plus, il est nécessaire de retirer la lignine incluse (en
guantité importante) dans les fibres, tout en évitant de trop dégrader la cellulose. Pour cela, la
lignine est donc solubilisée puis éliminée. Ainsi pour 100 kg de bois en début de cuisson, 40 a
50 kg de pate sont obtenus aprés une cuisson kraft classique (rendement d’extraction).
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2.1.1  Principe de la cuisson kraft

Comme exposé precédemment, le procédé kraft se distingue de la cuisson a la soude par
I’utilisation de soude et de sulfure de sodium dans la liqueur d’extraction, appelée plus
communément liqueur blanche. Les principaux paramétres d’une cuisson kraft sont :

La teneur en alcali

La sulphidité

Le profil de température et la durée du traitement

Le ratio liqueur-sur-bois (L/B)

Le teneur en alcali dépend des quantités de soude et de sulfure de sodium par rapport au bois.
En effet, la réaction donnée par I’Equation 1, se déroulant quant du sulfure de sodium est placé
dans I’eau, est totale, I’ion sulfure étant un alcali fort.

Equation 1
NazS + H,O - NaOH + NaSH

En papeterie, deux grandeurs sont utilisées pour définir I’alcali d’une liqueur. L’alcali actif
(AA) détermine la quantité totale d’alcali (Equation 2) et I’alcali effectif (AE) désigne la
quantité de soude totale en solution (Equation 3), calculé par rapport a I’Equation 1, en tenant
compte des masses molaires de la soude (40 g/mol) et du sulfate de sodium (78 g/mol). Les AA
et AE sont exprimés en gramme pour 100 g de bois.

Equation 2
AA = NaOH + Na,S

Equation 3

40 1

AE = NaOH + =—=Na,S = NaOH + =Na,S
78 2
Une autre grandeur utilisée en papeterie est la sulphidité, définie par I’Equation 4.
Equation 4
S = 100 x —225
B NaOH + Na,S

Dans I’industrie, les quantités de NaOH utilisées sont de 1’ordre de 15—18% par rapport au
bois, quand celles de Na>S sont de 4—6%, soit des AA de 19—24%, des AE de 17—21% et
enfin une sulphidité de 15—30%.

Une température minimale de 140°C est requise pour permettre les réactions de délignification.
Les températures typiquement utilisées sont de I’ordre de 150—170°C. Les temps de cuisson
varient en fonction de la matiére premiére (les résineux demandent plus de temps, du fait de
leur teneur plus importante en lignine), et du devenir de la pate. Une pate destinée a faire de
I’emballage demande une délignification moins importante qu’une pate destinée a €tre blanchie
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par exemple. La cuisson dure généralement entre 2 et 4 heures, en tenant compte du temps de
montée en température. Une grandeur, appelée facteur H, a été instaurée pour unir le temps de
cuisson et la température et définir ainsi une séverité de cuisson. Elle a été définie par Vroom
en 1957 selon I’Equation 5 [30], a partir d’une énergie d’activation de la réaction de
délignification de 134 kJ/mol. Cette grandeur permet de comparer les cuissons a des
températures et des durées différentes entre elles.

Equation 5

16113

t
4»3,181—Wdt

Facteur H = f e

0
T représente la température en kelvin, et t le temps en heures

2.1.2  Réactions sur la lignine

Durant la cuisson, la lignine subit des attaques nucléophiles de la part des ions OH™ et HS", ces
derniers étant plus nucléophiles, ils sont plus efficaces.

Au-dela de 140°C, les liaisons éther (B-0-4 et a-O-4), qui représentent la majorité des liaisons
entre composés phénoliques dans la lignine (cf. partie A.3.4 de ce chapitre), sont clivées par
ces attaques. Il en résulte des composés phénoliques de faible poids moléculaire qui sont
solubilisés dans la liqueur.

Les composés phénoliques peuvent cependant se condenser avec d’autres unités phénoliques,
diminuant ainsi leur solubilité. Une condensation de ces composés sur les fibres peut méme étre
observée. Ces réactions sont toutefois limitées par la présence des ions HS". De plus, grace a
leur fort pouvoir nucléophile, ces ions entrent en compétition avec ces composés phénoliques
et limitent les réactions de condensation. La lignine extraite contient donc du soufre, ce qui peut
s’avérer problématique pour une valorisation ultérieure qui utiliserait des procédés catalytiques
(gazeification suivie de réactions de Fischer-Tropsch par exemple).

Des équations semi-empiriques ont été déterminées pour évaluer la délignification lors de la
cuisson. Celle-ci est divisée en trois phases. La phase initiale n’est pas trés efficace, ayant lieu
a basse température. La majeure partie de la lignine est retirée pendant la seconde phase, dite
principale. Enfin, la derniere phase concerne la lignine résiduelle, qui demande beaucoup
d’énergie pour étre extraite. Il est déconseillé de s’acharner a I’extraire pendant la cuisson kraft,
au risque de dégrader de maniére importante la cellulose.

Les cinétiques de délignification des trois phases sont régies par les Equations 6, 7 et 8 [31],
dans I’ordre chronologique. Dans ces équations, L désigne la quantité de lignine présente dans
le bois, R la constante universelle des gaz parfaits, T la température en kelvin, t le temps de
réaction et A une constante qui dépend des caractéristiques du bois utilisé.

Equation 6
dL —60
dt

Equation 7
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dL —-150
- = AeRT x [OH7]%8 x [HS™]%* x L

Equation 8

dL —-120
— = AERT X [OH]*¢ x L

La cinétique de la phase initiale ne dépend pas des réactifs. L’énergie d’activation de 60 kJ/mol
explique que cette phase s’initie a faible température. En ce qui concerne la phase principale,
la concentration en ions hydroxydes est prédominante comparée a celle des ions HS". Enfin, les
coefficients déterminés pour la phase finale, plus faibles, traduisent bien la difficulté a extraire
la lignine a ce stade.

La teneur en lignine résiduelle aprés une cuisson kraft est donnée par I’indice kappa (norme
TAPPI T 236 cm-85). Cet indice est couramment utilisé dans 1’industrie. Pour remonter a la
teneur en lignine, il faut multiplier cet indice kappa par un facteur 0,15. Cet indice n’est
qu’indicatif, certains facteurs pouvant fausser la mesure, comme la présence d’acides
hexenuroniques.

2.1.3  Réactions avec les polysaccharides

La cuisson kraft a également un impact négatif sur les polysaccharides, en particulier sur leurs
degrés de polymérisation.

La premiere réaction observée, méme a basse température, est la désacétylation des
hémicelluloses.

Ensuite, a partir d’environ 80°C, une réaction appelée peeling a lieu. Elle concerne I’extrémité
réductrice des hémicelluloses et de la cellulose, formée d’un aldéhyde. Cet aldéhyde subit une
réaction de substitution nucléophile, aboutissant a la perte d’une unité du polymeére, transformée
en acide organique. Une unité réductrice est de nouveau créée apres cette réaction, et peut donc
subir une nouvelle fois le peeling. Cependant, une réaction concurrente moins probable (elle se
produit 1 fois sur 50 environ) peut engendrer un acide organique au lieu d’un aldéhyde en bout
de chaine, stoppant définitivement le peeling. La présence d’une ramification sur le carbone C2
stoppe également le peeling, ce qui préserve notamment les xylanes. Ces derniers sont
également protégés en partie du fait qu’ils peuvent posséder comme extrémité réductrice un
acide galacturonique interdisant tout peeling [3]. Hormis les xylanes, les polysaccharides
perdent entre 30 et 100 unités, ce qui est négligeable pour la cellulose (DP de 10 000) mais
problématique pour les galactoglucomannanes (DP maximum de 200). Le peeling engendre
également une surconsommation de réactifs.

Au-dela de 130°C a lieu une autre réaction, ’hydrolyse alcaline des polysaccharides. Certaines
liaisons B-1,4 de la cellulose et des hémicelluloses sont rompues, diminuant drastiquement les
degrés de polymérisations et créant de nouvelles extrémités réductrices sensibles au peeling. Le
DP de la cellulose passe ainsi de 10 000 a environ 1500 [5]. Les xylanes, malgré leur résistance
au peeling, voient leurs DP chuter pour étre compris entre 5 et 10. Les plus petits oligoméres
se trouvant solubilisés dans la liqueur, ils n’entrent pas dans la composition de la pate. En ce
qui concerne les GGM, peu d’entre eux réchappent a la cuisson kraft. Ils sont majoritairement
transformeés en acides organiques, solubilises dans la liqueur, et envoyés a la chaudiére. Il est

29



estimé qu’environ 50% des xylanes et 25% des GGM sont encore présents dans la pate apres le
procédé kraft [32].

Une équation cinétiqgue empirique a egalement été déterminée pour la degradation des
polysaccharides (Equation 9, [33]). Elle est basée sur une énergie d’activation de la réaction
d’hydrolyse de 180 kJ/mol.

Equation 9

€y [OH"]
—_——_— = X
dt
C représente le taux de dépolymérisation de la cellulose

Comparer cette réaction a celles concernant la délignification permet de tirer quelques
enseignements sur le procédé kraft. La concentration en HS™ n’intervenant pas dans 1’hydrolyse
des polysaccharides, il est ainsi conseillé d’en mettre en excés pour favoriser la délignification,
et de limiter la concentration en OH™ au strict minimum. De méme, 1’énergie d’activation de
I’hydrolyse étant plus élevée que celle de délignification, il est déconseillé d’utiliser des
températures trop élevées, afin de privilégier la réaction de délignification, et non celle
d’hydrolyse.

L’avantage conféré par la présence d’ions HS™pendant la cuisson kraft est ainsi mis en évidence.
Ceux-ci permettent non seulement une meilleure délignification, mais limitent aussi la
condensation de la lignine. Une méme délignification est donc atteinte plus rapidement, ce qui
limite la dégradation de la cellulose.

2.1.4  Régénération

La présentation du procédé kraft ne saurait étre compléte sans évoquer la régénération des
réactifs. Celle-ci est résumée sur la Figure 7. Apres la cuisson, les fibres sont séparées de la
liqueur noire par filtration puis lavées. La liqueur noire contient alors principalement :

De la soude en trés faible quantité

Des composés phénoliques résultant de la délignification

Des acides organiques provenant du peeling

Du NaxS (environ 50% de la quantité initiale car utilisé en exces)

Du Na2S203

Une partie de cette liqueur noire est envoyée en amont du procédé, pour imprégner les copeaux
de bois. L’objectif est d’éviter la perte d’une partie des ions HS™ présents dans la liqueur noire
avant méme le debut de la délignification. En effet, ces ions viennent se fixer sur les extrémités
réductrices des polysaccharides, et le pouvoir de délignification de la liqueur blanche en est
réduit. La liqueur noire dont sont imprégnés les copeaux contient encore en quantité non
négligeable des ions HS™ qui se fixent sur les polysaccharides. L’alcali de la liqueur blanche est
ainsi préserve.

Le reste de la liqueur noire est concentré par évaporation pour atteindre une siccité de 70 a 80%,
puis est envoy¢ vers la chaudiere. L appoint en produits chimiques, pour compenser les pertes
dues aux réactions annexes, est effectué¢ a cet endroit a I’aide de Na>SO4. Environ 10 kg de
produit sont ajoutés par tonne de bois.

Pendant la combustion de la liqueur noire, le sulfure de sodium est régénéré a partir de NaxS>
et de Na»S>0z. Du carbonate de sodium (Na2COz) est aussi généré. La liqueur obtenue, appelee

30



liqueur verte du fait de sa couleur, est donc composée de NaxS et de Na,COs. Par ailleurs, la
combustion de la liqueur noire permet de subvenir aux besoins en électricité et énergie
thermique de I’ensemble du procédé.

La régénération de la soude se fait par caustification. De la chaux vive (CaO) est injectée dans
la liqueur verte. Elle réagit tout d’abord avec 1’eau pour former de la chaux éteinte (Ca(OH)2)
selon I’Equation 10. Cette chaux éteinte réagit avec le carbonate de sodium pour former de la
soude et du carbonate de calcium (CaCOs3) selon I’Equation 11.

Le carbonate de calcium précipite en milieu alcalin et peut donc étre soustrait de la liqueur. Il
est envoyé dans une autre boucle de régénération pour former de la chaux vive. Celle-ci est
formée selon la réaction de ’Equation 12, qui a lieu a une température supérieure a 1 000°C,
dans un four a chaux.

La liqueur blanche a été régenérée et peut étre de nouveau utilisée pour une cuisson kraft.

Equation 10
CaO + H,0 — Ca(OH),
Equation 11
Ca(OH), + Na,C05; — 2NaOH + CaCOs
Equation 12
CaCO3 —» Ca0 + CO,
Copeaux
l Liqueur blanche :
A . NaOH et Na,S CaCoO;
IZICER W Cuisson kraft
NaOH
Liqueur noire Na,S
faible CaCO;
Evaporation
CaO
Ca(OH), et liqueur verte
Appoint : Na,SO, ——> Liqueur noire
(S>70%)

Combustion
Liqueur vert : Na,CQO; et Na,S

Figure 7 : Schéma simplifié du procédé de régénération de de la liqueur noire aprés une cuisson kraft
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2.1.5 Fin de la délignification et blanchiment

A la fin du procédé kraft, seule la lignine résiduelle reste présente dans le bois (2 a 5% de la
pate). Alors que la lignine est en grande partie responsable de la coloration du bois, la pate
obtenue aprés cuisson est paradoxalement plus colorée [3]. Cela vient du fait que les composés
phénoliques résiduels peuvent subir une oxydation les transformant en quinone, composé
beaucoup plus coloré. S’il est nécessaire d’obtenir une pate blanche, des traitements de
blanchiment doivent étre appliqués, qui achévent la délignification tout en s’attaquant aux
chromophores (composés colorés) présents dans la pate [5].

Différents produits oxydants sont utilisés pour blanchir les pates, le chlore (stade C), le dioxyde
de chlore (stade D), I’oxygene (stade O), le peroxyde d’hydrogéne (stade P) ou encore 1’ozone
(stade Z). L’utilisation de la soude permet d’extraire la lignine oxydée (stade E). Un stade de
chélation (Q) est généralement nécessaire pour extraire les ions métalliques présents dans la
pate. Dans certains cas, un stade acide (A) est utilisé pendant le blanchiment de bois de feuillu
afin d’éliminer les acides hexenuroniques produits pendant la cuisson kraft, et consommateurs
de produits de blanchiment. Ces différents stades sont appliqués en séquence sur la pate, pour
extraire la lignine résiduelle, puis s’attaquer aux derniers composés chromophores. Des
séquences de type ODEDED sont couramment utilisées. Ce sont des séquences appelée
séquences ECF (Elemental Chlorine Free). Des séquences n’utilisant aucun composé chloré,
appelées TCF (Totally Chlorine Free) ont également été développées.

2.2 Cuisson au sulfite

La cuisson au sulfite est aujourd’hui minoritaire, mais il est intéressant d’en parler dans le cadre
de cette theése car elle permet de produire industriellement de I’éthanol de seconde génération,
comme sous-produit.

La cuisson au sulfite, mise au point en 1857 par Benjamin Tighman, a connu son heure de gloire
pendant le début du XXM siécle car elle permettait de produire du papier relativement blanc.
Cependant, le développement des techniques de blanchiment a partir des années 1930 a permis
au procédé kraft de s’imposer. Aujourd’hui, seuls 3% (soit 4 200 kT en 2012 [29]) de la
production mondiale de pate chimique est produite selon ce procédeé. Il permet de concevoir de
la pate a dissoudre, cellulose pure utilisée dans 1’industrie chimique et pour la fabrication de
fibres textiles.

La délignification s’effectue ici en milieu acide, Contrairement au nom employe, le procédé
utilise I’ion bisulfite HSO3" et non I’ion sulfite SO3%. La liqueur blanche est formée par réaction
d’un alcali et de dioxyde de soufre (SO2) en exces et est dotée d’un pH compris entre 1,5 et 2,5.
Pendant la cuisson au sulfite, la lignine est rendue soluble apres greffage des ions bisulfites
(sulfonation). Son hydrolyse est marginale, mais permet néanmoins de faciliter sa
solubilisation. En milieu acide, les hémicelluloses sont hydrolysées, la majeure partie est
extraite sous forme de monomeéres. La cellulose subit également 1’hydrolyse, mais est protégée
par sa structure cristalline. Cependant, les fibres sont sérieusement endommagees, ce qui
explique que ce procédé n’est plus utilise pour fabriquer du papier. Les monosaccharides
présents dans la liqueur peuvent étre valorisés sous différentes formes, comme produire de
I’éthanol en les fermentant [34]. Ainsi, les usines Tembec (& Témiscaming au Canada), Démsj6
en Suéde et Borregaard en Norvége produisent respectivement 12 millions, 15 millions et 20
millions de litres d’éthanol par an.

2.3 Adapter une usine kraft a la bioraffinerie

Il a été présenté qu'une usine kraft est déja en soit une bioraffinerie. Cependant, le concept de
bioraffineries stipule que la biomasse doit étre valorisée de maniére optimale. Or ce n’est pas
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encore le cas. En effet, seules les fibres cellulosiques ainsi que I’essence de térébenthine et le
tall-oil obtenus & partir des extractibles sont valorisés. Mais la valorisation peut aller encore
plus loin. Certains imaginent exploiter d’autres extractibles pour en faire des parfums, des
arémes ou des additifs alimentaires [35], [36]. Le cellulose, ou tout du moins une partie, pourrait
étre purifiee et utilisée pour la conception de nano-fibrilles de cellulose (NFC) ou de
microfibrilles de celluloses (MFC) [12], [37]. Par ailleurs, la lignine est brilée a la chaudiére
de régénération, subvenant a ’ensemble des besoins énergétiques de 1’usine. Il pourrait
cependant étre envisageable de traiter une partie de cette lignine pour concevoir des produits a
plus forte valeur ajoutée, soit en 1’extrayant de la liqueur noire, soit en gazéifiant cette liqueur
noire ([19], cf. la partie B.1.1 de ce chapitre).

Le troisieme constituant du bois, les hémicelluloses, sont mal valorisees dans le procédeé kraft.
Celles-ci sont en partie solubilisées, dégradées et brilées a la chaudiére. Or, leur pouvoir
calorifique, évalué a 13,6 MJ/kg, est relativement faible comparé a celui de la lignine (27
MJ/kg) [38], il pourrait donc étre envisagé de mieux les exploiter. Ceci étant d’autant plus vrai
pour un procédé utilisant du résineux, dont les GGM sont presque entierement perdus pendant
le procédé kraft. Ainsi, les hémicelluloses représentent un immense potentiel a valoriser. Etant
composées de saccharides, elles font des candidates idéales pour synthétiser les molécules
présentes dans le top ten vu ci-dessus [16]. Elles pourraient entre autres servir a faire du
bioéthanol par fermentation [7]. Un exemple d’un tel procédé est présenté Figure 8.
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Hemicgﬁulose] coooooo . Extracted Woodchlps - Pulping Chemical Pulp —— Pulping
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[Biocthanal] Pulp Bleaching Papermaking
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Papermaking

Figure 8 : Schéma d’une bioraffinerie produisant de la cellulose et du bioéthanol selon Ragauskas et al. [6]

Bien sdr, il serait parfaitement envisageable de monter de toutes piéces une bioraffinerie plutot
qgue de modifier une usine de pate. Cependant, ces derniéres présentent des avantages
indéniables puisqu’environ 50 % du matériel nécessaire a une bioraffinerie est déja sur place
[11], que ce soit la station d’épuration pour le traitement des effluents, la chaudiere ou encore
le matériel permettant de conditionner la biomasse. Une usine de pate kraft posséde déja son
réseau d’approvisionnement en bois, les infrastructures, ainsi que le savoir-faire relatif a la
transformation du bois.

De plus, les usines de pate dans les pays européens et d’ Amérique de Nord patissent de plus en
plus de la concurrence des pays asiatiques ou d’Amérique du Sud. Ces derniers profitent
globalement d’un colit des matiéres premieres beaucoup plus compétitif, mais également
d’usines plus modernes, utilisant les derniéres technologies et des échelles de production plus
importantes [38]. Pour rester compétitif, pour continuer a exister, il est crucial pour les
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entreprises européennes et nord-ameéricaines de développer des nouveaux produits a forte valeur
ajoutée et de valoriser I’ensemble de leur matiére premiére. La valorisation des hémicelluloses
en amont du procédé pourrait également permettre une augmentation de la production de pate
d’une usine. En effet, le réacteur de cuisson (lessiveur) et la chaudiére de régénération
représentent souvent les goulots d’étranglement de la production d’une usine, d’autant plus
qu’augmenter leurs capacités demande de grands investissements. La production de pate est
donc limitée par la quantité de bois et de liqueur blanche admissible par le lessiveur et/ou par
la quantité de liqueur noire que peut accepter la chaudiére [18]. En cas d’extraction des
hémicelluloses avant le procédé, celles-ci ne passeraient plus dans le lessiveur, ni dans la
chaudiére via la liqueur noire. La production en fibres de 'usine de pate pourrait ainsi
augmenter jusqu’a 22% [39].

La mise au point d’un procédé permettant de produire de I’éthanol a partir des GGM d’une
usine kraft utilisant du résineux est précisément le sujet de cette thése. La premiere étape est
I’extraction des hémicelluloses en amont de la cuisson kraft.

3 Extraction des hémicelluloses

Plusieurs procédés permettant d’extraire les hémicelluloses existent : des traitements acides,
comme I’autohydrolyse et I’hydrolyse acide, ou alcalins. L’explosion a la vapeur, qui peut étre
catalysée, est un autre prétraitement possible déstructurant la biomasse. L’hydrolyse
enzymatique sera également évoquée, méme si son application aux hémicelluloses n’est pas
encore au point.

3.1 Autohydrolyse et hydrolyse acide

Comme présenté précédemment, les polysaccharides sont composés de monomeres liés entre
eux par des liaisons glycosidiques. Celles-ci peuvent étre aisément hydrolysées, notamment en
présence d’acide, qui est un catalyseur de cette réaction (Figure 9). Le caractére cristallin de la
cellulose la prémunit cependant de ce type de dégradation, qui s’applique en premier lieu aux
hémicelluloses.
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Figure 9 : Mécanisme de I*hydrolyse de la cellulose [32]

Si des copeaux de bois sont placés dans de 1’eau chaude, une diminution du pH est observée,
due a la libération sous forme d’acide acétique des groupes acétyles portés par certaines
hémicelluloses. La réaction d’hydrolyse peut donc s’amorcer, sans autre ajout de réactifs. Ce
traitement est alors appelé une autohydrolyse. A partir d’un certain degré de polymérisation,
les hémicelluloses deviennent solubles et peuvent donc étre extraites par simple séparation entre
la phase solide et la phase liquide. Par exemple, la cellulose commence a devenir soluble en
dessous d’un DP de 7 [3]. L’extraction des hémicelluloses peut cependant étre amplifiée par
I’ajout d’un acide minéral. Les autres parameétres d’hydrolyse sont la température, la durée du
traitement et le ratio entre la quantité de liqueur et la quantité de matiére solide (ratio liqueur
sur bois, L/B).

Par analogie au facteur H utilis€¢ pour quantifier la sévérit¢ d’une cuisson kraft, le facteur P
(pour Prehydrolysis) a été défini pour I’hydrolyse des hémicelluloses (Equation 13, [3]). Il
prend en considération une €nergie d’activation de 126,5 kJ/mol, qui est attribuée a la réaction
d’hydrolyse des xylanes.

Equation 13

t 15106
40,48——230
Facteur P = j e T® dt
0

T représente la température en kelvin, et t le temps en heures

L’énergie d’activation de I’hydrolyse des GGM est quant a elle plus proche de celle de la
délignification (134 kJ/mol). II est donc plus juste d’utiliser le facteur H, plutdt que le facteur
P, quand il s’agit de I’extraction de ce type d’hémicelluloses [40].

Une autre grandeur peut étre utilisée, aussi bien pour I’autohydrolyse que pour I’hydrolyse
acide, le facteur combiné de sévérité, CS (pour Combined Severity) [41], [43]. Il est défini par
les Equations 14 et 15.
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Equation 14
CS =logR, — pH

pH correspond au pH final de ’extraction

Equation 15

T-100
Ry =tx el475
Avec T la température en °C et t le temps en minutes

En fonction de la séverité du traitement, le degré de polymérisation des hémicelluloses diminue
jusqu’a obtenir des monomeres. D’autres réactions entrent alors en jeux. Les monomeres
peuvent subir des réactions de déshydratation, entrainant 1’apparition de furfural et de HMF a
partir de pentoses et d’hexoses respectivement. Ces sous-produits peuvent eux-mémes subir
une dégradation ultérieure, et étre transformés en acides formique, Iévulinique,...[3], [44], [45]
(Figure 10). Les pentoses sont affectés plus facilement que les hexoses [46].

Ces réactions sont a minimiser dans le cadre de cette thése pour deux raisons : ces produits ne
sont pas fermentescibles en éthanol et ils sont susceptibles d’inhiber les microorganismes
fermentaires, réduisant les rendements de production d’éthanol (cf. la partie C.2.2 de ce
chapitre). 11 faut toutefois noter que 1’ensemble de ces produits de dégradation ont leur place
dans le top ten des molécules d’avenir et que leur extraction et valorisation pourrait étre trés
rentable. Le HMF et le furfural sont les produits de dégradation les plus fréequents, mais les
sucres peuvent également étre transformés en d’autres composés aromatiques apres
déshydratation [5].

SUGARS FURALDEHYDES ORGANIC ACIDS
@]
ﬁ j _A&GH \ © G H 74
dehydranon breakdown
\ / OH
Xylose Furfural Formic acid
CHEOH
0 o)
_\°C H" _\”(. H- +* /
dehydraﬂor‘ \ / OH breakdown
o OH
Glucose Levulinic acid Formic acid

Figure 10 : Réactions successives de dégradation du xylose (réactions similaires pour I’arabinose) et du
glucose (réactions similaires pour le mannose et la galactose) [47]

La lignine est elle aussi affectée dans ces conditions, subissant une hydrolyse acide conduisant
a la solubilisation de petits oligomeres de lignine [5]. Si les conditions sont trop sévéres, la
lignine peut également subir des réactions de condensation [3]. Par ailleurs, méme si la quantité
de lignine dissoute n’est pas trés importante, elle peut avoir des effets non négligeables dans la
suite du procédé. En effet, en cas d’hydrolyse secondaire enzymatique, ils peuvent réduire
I’efficacité des enzymes [48]. Ils sont surtout, au méme titre que le furfural et le HMF,
considérés comme des inhibiteurs de fermentation.
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3.1.1  Autohydrolyse

3.1.1.1 Composition de I’hydrolysat

Une autohydrolyse peut étre menée a des températures modérées pour des temps relativement
longs (150 a 190°C pour 1 a 2 h) ou a des températures élevées (200 a 230°C) pendant quelques
minutes [7], [49].

Comme le sous-entend 1’usage des facteurs P ou CS, la température et la durée du traitement
sont intimement liées. En effet, comme I’illustre les Figure 11 concernant du bois de résineux
et 12 pour du bois de feuillu, une quantité donnée de saccharides solubilisés peut étre atteinte
avec plus ou moins de temps selon la température. Le choix de la durée est donc primordiale,
au-dela d’une certaine limite, la dégradation des saccharides prend le pas sur 1’extraction,
entrainant ainsi une diminution de la concentration en sucres (extraction menée a 180°C).

—160°C ——170°C ——180°C
12 -

10

0 T 1
20 60 100

Temps (min)

Saccharides en solution (g / 100g de
bois

Figure 11 : Saccharides mesurés en solution aprés une autohydrolyse de bois d’épicéa (adapté de [50])

37



160°C xylose (oligoméres) = = 160°C xylose (monomeres) = 175°C Xylose (oligomeéres)
= == 175°C Xylose (monomeres)

190°C xylose (oligoméres) = = 190°C xylose (monomeres)

18 -

16

14

12

10

Concentrations dans les hydrolysats (g/L)

0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Temps (min)

Figure 12 : Concentrations en xylose (oligoméres et monomeéres) dans les hydrolysats suite a des
autohydrolyses d’eucalyptus effectuées entre 160 et 190 °C a un ratio L/B de 8 (adapté de [51])

La quantité de matiére solide extraite est d’environ 20% au maximum (Figure 13) a 150 °C
aprés plus de 8 heures mais peut parfois dépasser 25% [51]. Les pentoses sont extraits plus
rapidement. Ainsi, la quantité de xyloses de feuillus extraite est plus importante que celle de
mannanes (Figure 14). 11 est tres difficile d’extraire la totalité des hémicelluloses avec une
autohydrolyse, la quantité de saccharides extraite, hors glucose, est de 70% [7], [52] pour les
conditions les plus séveres.
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Figure 13 : Quantité de matiére solide extraite, % de groupes acétyles libérés et lignine extraite du bois.
Autohydrolyse de feuillus mixtes ; L/B=3,7 ; T=150°C (adapté de [52])
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Figure 14 : Quantité de saccharides extraite (% par rapport a la teneur dans le bois, calculé par rapport
aux saccharides en solution). Autohydrolyse de feuillus mixtes ; L/B=3,7 ; T=150°C (adapté de [52])

Le taux de monomeéres parmi les saccharides extrait est une donnée importante, sachant que
seuls ces derniers peuvent étre fermentés directement. Il est difficile d’obtenir un taux de
monomeres superieur & 60—70% pour les hexoses (Figure 15, et [52]), ce qui signifie qu’un
traitement subsidiaire est nécessaire pour parfaire 1’hydrolyse. Cette post-hydrolyse, effectuée
apres séparation de I’hydrolysat et des copeaux, a I’avantage de n’avoir aucune influence sur la
qualité des fibres et de la cellulose.

Paralléelement, la dégradation des saccharides est plus que modique, avec une concentration en
furfural de 0,7 g/L au plus a 150 °C [52] ou 2 g/L & 200 °C [53].

La quantité de groupes acétyles libérée est relativement faible. Ainsi, apres une autohydrolyse
de 500 min a 150°C, seuls 30 % de ces groupes sont mesurés en solution (Figure 13). La
proportion de lignine extraite observée dans 1’hydrolysat est elle aussi de modérée : seulement
3,6 g pour 100 g de bois, sachant que le bois contient 3,2 g de lignine soluble dans 1’acide. La
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lignine non soluble (lignine Klason) hydrolysée est donc trés faible [53]. Du reste, la mesure de
la lignine présente dans les copeaux montre une variation peu significative aprés des
autohydrolyses effectuées selon plusieurs sévérités (Figure 16).

m Arabinose mgalactose ®Glucose = Xylose © Mannose

100% -
80% -
60% -

40% -

Taux de monomeéres

20% -

0% -
160 170 180
Temps (min)

Figure 15 : Taux de monomeres obtenus selon la température apres une autohydrolyse de bois
d’épicéa pendant 100 min (adapté de [50])
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Figure 16 : Quantité de lignine présente dans les copeaux par rapport au bois de départ, pour des
autohydrolyses de copeaux d’eucalyptus a un ratio L/B de 8 (adapté de [51])

Certaines études ont été menees pour évaluer I’influence de la taille des particules de biomasse
sur la préhydrolyse. Une taille plus petite permet d’extraire les sucres plus rapidement, et en
plus grande quantité, la liqueur pouvant en effet diffuser plus rapidement dans la biomasse
(Figure 17, [54]).
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Figure 17 : Quantités d’hexoses extraites selon la température (160 et 170°C), la durée et la taille de la
biomasse, pour une autohydrolyse de bois d’épicéa (adapté de [50])

Le ratio liqueur-sur-bois a peu d’influence sur la quantité de matiére solide extraite, ou
d’hémicelluloses ([55] pour une hydrolyse acide et Figure 18 pour des ratio L/B de 6 a 10). Une
légére augmentation de la vitesse d’extraction peut étre observée quand le ratio passe de 5 a 20
[56]. Cependant, le ratio L/B permet de modifier la concentration des saccharides extraits.
Celle-ci a un impact conséquent sur la rentabilité du procédé de production d’éthanol, sachant
que le colt de la distillation de I’éthanol est important, et est directement corrélé a la
concentration en éthanol, donc en saccharides (cf. la partie C. 2.6 de ce chapitre).
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Figure 18 : Quantités de xylanes, en g pour 100 g de bois de départ, mesurées dans les copeaux
d’eucalyptus ayant subies des autohydrolyses a 175°C selon différents ratios L/B (adapté de [51])
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3.1.1.2  Impact sur les copeaux : cuisson kraft et blanchiment

Une these a été menée en paralléle a celle-ci pour évaluer I’impact d’une autohydrolyse ou
d’une hydrolyse acide sur la cuisson kraft et le blanchiment [57]. Tout d’abord, il est a noter
que le lavage du bois préhydrolysé, préalablement a la cuisson, est bénéfique, puisqu’il conduit
a une meilleure délignification en éliminant la liqueur acide résiduelle. Toutefois, le lavage des
copeaux avant la cuisson est recommandé pour ne pas perdre de 1’alcali en milieu acide. Le
lavage des copeaux permet aussi de récupéré les saccharides solubilisés mais piégés dans les
copeaux pour éventuellement les fermenter [53], [57]-[61]. Cela implique cependant des colts
énergétiques pour augmenter les teneurs en saccharides dans les eaux de lavage.

Le bois préhydrolysé posséde une teneur en lignine plus importante que le bois de départ.
Cependant, il est plus facile a délignifier, ce qui implique que la sévérité de la cuisson doit étre
moindre pour atteindre une méme quantité finale de lignine dans le bois [53], [57], [58].
Toutefois, le rendement de la cuisson est généralement plus faible que la cuisson de référence
pour atteindre un méme indice kappa [57], [59], [62]. Ainsi, la quantité de pate obtenue pour
100 g de bois est inférieure pour du bois prehydrolysé (dans des conditions similaires a cette
these : 35 a 37 g, pour 44 a 48 g avec la cuisson de référence [57]). Les hémicelluloses
résiduelles sont en effet extraites plus facilement apres avoir subi un prétraitement [53]. Ceci
s’applique également aux xylanes résiduels, alors qu’ils sont préservés lors d’une cuisson kraft
classique. De plus, il semblerait que la formation d’acide hexenuronique pendant la cuisson soit
limitée aprés une autohydrolyse. Par exemple, la teneur en acide hexenuronique aprés la cuisson
kraft d’eucalyptus est de 9 mmol/kg quand une autohydrolyse a été pratiquée, alors qu’elle est
de 46 mmol/kg apreés la cuisson de référence [63]. Réduire la formation de ces composés peut
étre avantageux si la pate est destinée a étre blanchie, car ils impliquent une surconsommation
de certains réactifs utilisés. Pour améliorer le rendement, il est possible de diminuer 1’alcali
utilisé, mais la teneur en lignine résiduelle augmente également. Cet excés de lignine peut étre
¢liminé facilement par un traitement a 1’oxygene (stade O de blanchiment). Il a été en effet
observé que la pate autohydrolysée est délignifiée bien plus facilement par un blanchiment a
I’oxygeéne, qu’une pate issue de copeaux non traités [57], [58].

La cellulose est notablement affectée par le traitement d’autohydrolyse [53], [57]. Elle peut voir
par exemple son degré de polymérisation viscosimétrique (DPv) passer de 1700 a 1500 apreés
cuisson kraft. Néanmoins, dans certains cas le degré de polymérisation de la pate peut étre
stable, voire augmenter [58], [63]. Dans ces cas cependant, il est possible que la baisse de
viscosité pouvant étre due a la cellulose soit compensée par le retrait des hémicelluloses.

3.1.2  Hydrolyse acide

Un acide minéral peut étre ajouté pour augmenter la sévérité de I’autohydrolyse. Elle peut étre
effectuée a ’aide d’un acide concentré a faible température ou a 1’acide dilué a température
élevée.

L’hydrolyse a 1’acide concentré (30 a 70% d’acide en solution [46]) s’est montrée efficace,
mais son utilisation a I’échelle industrielle est compliquée. L’acide concentré est en effet trés
corrosif pour les équipements et son utilisation est plutdt onéreuse et nécessite une sécurité
drastique. Enfin, il est surtout utilise pour ’hydrolyse totale des saccharides (cellulose et
hémicelluloses), et non pour 1’extraction des hémicelluloses seules [7]. L’utilisation d’acide
dilué est donc prédominante.

3.1.2.1 Composition de I’hydrolysat

Une multitude d’acides peut étre ajoutée dans la liqueur, comme les acides phosphorique,
oxalique, chlorhydrique, trifluoroacétique... [64]. Cependant, ’acide le plus souvent utilisé est
’acide sulfurique, qui est doté d’un pKa tres faible, est plutot bon marché et n’est pas volatile
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[49]. Les concentrations utilisées sont de 1’ordre de 0,5—1,5 % pour des températures

comprises entre 120 et 160°C [7].

En utilisant un acide comme catalyseur, il est possible d’extraire la totalité des hémicelluloses
si la sévérite est suffisante ([7], [46] et Figure 19). Néanmoins, la cellulose peut également étre
dégradee, comme le suggere la hausse de la concentration en glucose, plus importante que celle
du mannose, sur la méme figure [65]. L’hydrolyse étant importante, le taux de monomere est
proche de 100% [57]. En revanche, une partie des monomeres est dégradée, entrainant des
concentrations en furfural, HMF et acide formique qui peuvent vite devenir élevées (Figure 20).
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Figure 19 : Glucose (A), mannose (o) et xylose (®) extraits selon la sévérité d’une hydrolyse acide
(hydrolyse d’épicéa avec acide sulfurique) [66]
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Figure 20 : Concentrations en furfural (o) et HMF (A) (graphes A), acides formique (A), acétique (e) et
lévulinique (o) (graphe B) selon la sévérité d’une hydrolyse acide (hydrolyse d’épicéa avec acide

sulfurique) [66]

L’impact d’une hydrolyse acide sur la lignine est relativement modeste dans les gammes de
séverité qui seront utilisées dans cette étude (dégradations de la cellulose et des monomeres
limitées), avec moins de 1,7 g de lignine extraite pour 100g de bois [53], [57].
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3.1.2.2  Impact sur les copeaux : cuisson et blanchiment

Le comportement du bois hydrolysé a 1’acide lors d une cuisson kraft est sensiblement identique
a celui de bois autohydrolysé. Le lavage de ces copeaux est indispensable avant la cuisson kraft
[53], [57], [58]. Il est plus facile a délignifier, malgré sa plus haute teneur en lignine. Le
rendement de la cuisson est plus faible pour atteindre un méme indice kappa, comme il a déja
¢été vu dans le cas de I’autohydrolyse [67]. Le rendement global (extraction + cuisson) peut ainsi
passer de 47,7 a 33% [57], ou encore de 46,6% a 32,8% [67]. De plus, la pate présente une
meilleure aptitude au blanchiment. La formation d’acide hexenuronique pendant la cuisson
kraft est limitée dans des proportions plus importantes avec une hydrolyse acide qu’avec une
autohydrolyse [63].

La cellulose est dégradée de maniére plus importante aprés une hydrolyse acide qu’aprés une
autohydrolyse. En effet, son DPv peut chuter par exemple de 1 700 & 1 000 par rapport a une
pate témoin, pour une hydrolyse relativement douce (CS de 1,85) [57], ou encore de 1268 a 908
[63].

Les conséquences de I’hydrolyse acide sur la qualité de la cellulose peuvent étre un frein a son
application pour I’extraction des hémicelluloses. Cependant, elle peut étre utilisée comme
traitement secondaire, mais a ce moment la uniquement sur I’hydrolysat issu de
I’autohydrolyse, pour maximiser la proportion de monomeres, aprés une autohydrolyse.

3.2 Extractions alcalines

L’extraction alcaline est une alternative pour I’extraction des hémicellulose. Elle se base sur la
capacité a I’hydrolyse des saccharides (quoique modérée) et des LCC en milieu alcalin [7].
L’extraction alcaline ne permet pas d’obtenir des monomeres directement. Il existe deux types
d’extraction alcaline pour les hémicellulose : un pH éleve associé a une température modérée
(<100°C), pour éviter la dégradation des hémicelluloses due au peeling [68]-[70], ou un pH
proche de 7 et des températures plus élevées (130—160°C par exemple) [71]-[73]. Ce dernier
cas est appelé extraction en milieu quasi-neutre (Near Neutral Extraction, NNE), et le réactif
utilisé est généralement de la liqueur verte, coproduit de la cuisson kraft (cf. la partie B.2 de ce
chapitre).

3.2.1  Extraction alcaline a basse température

Elle s’effectue généralement avec de la soude ou de la potasse, pendant plusieurs heures. Ce
procede appliqueé sur du bois de feuillu a permis d’extraire entre 30% et 70% des hémicelluloses
du bois en utilisant respectivement les conditions suivantes : 67 g/L de NaOH, soit 28% par
rapport au bois a 90 °C pendant 4h [68], et 50 g/L, soit 250% / au bois a 70°C pendant 3h [69].
Les rendements d’extraction globaux sont relativement faibles, inférieurs a 12 g de matiére
extraite pour 100 g. La quantité de monomere extraite est infime [68].

La lignine Klason extraite est supérieure pour ces procédés a celle extraite lors des procédés
acides (15% de la lignine Klason par exemple [68]).

Pour que ce procédé soit compétitif, il est nécessaire de recycler la soude utilisée, par
ultrafiltration par exemple [39], [74]. De plus, une hydrolyse secondaire des oligomeres est
indispensable pour la production d’éthanol.

L’extraction alcaline n’a pas d’effet négatif sur la cuisson kraft. Le lavage des copeaux n’est
pas nécessaire , et les propriétés mécaniques de la pate ne sont pas affectées par le prétraitement
[39], [68], [75], [76].
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3.2.2  Extraction en milieu quasi-neutre (Near Neutral Extraction, NNE)

Le procédé NNE apparait comme plus avantageux que les autres traitements alcalins pour la
production d’éthanol dans une usine kraft. En effet, il utilise de la liqueur verte, plus ou moins
diluée, comme liqueur d’hydrolyse. Il est cependant plutdt appliqué a du bois de feuillus, dont
les xylanes sont moins sensibles au peeling. Il faut noter que, bien que le pH de départ d’une
NNE se situe aux alentours de 7,5—38, 1’extraction se termine en milieu acide (pH compris entre
3 et 4). Ainsi, plus I’alcali de départ est faible, plus la quantité¢ d’hémicellulose extraite sera
¢levée, I’extraction étant plus importante en milieu acide (Figure 21).

Xylose Concentration (g/L)

0% 2% 4% 6%
Green Liquor % TTA

Figure 21 : Concentration en xylose obtenue aprés une NNE, selon différents alcalis (TTA : Total Titrable
Alkali). Extraction de bois de feuillu a 160°C pour différentes durées (donc différents facteurs H) ; L/B=4 ;
Les extraction contiennent toutes 0,05% d’anthraquinone/bois excepté celle pour laquelle il est spécifié no

AQ[71]

La quantité de sucres extraite est relativement faible (Figure 21, 1 g/L de xylose correspond a
0,4 g extraits pour 100 g de bois et Figure 22). lls sont, pour la trés grande majorité, présents
sous forme oligomere [40].
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Figure 22 : Saccharides extraits d’une NNE en fonction du facteur H. traitement effectué sur du pin taeda
avec de la liqueur verte (2% d’alcali) (o arabinose ; O galactose ; A glucose ; X xylose ; + mannose) [40]
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Figure 23 : Concentration en acides acétique, formique et lactique pour des NNE. Extraction de bois de
feuillu a 160°C pour différentes durées (donc différents facteurs H) ; L/B=4 ; Les extraction contiennent
toutes 0,05% d’anthraquinone/bois [71]

En revanche, de fortes concentrations en acide organiques sont relevées (Figure 23). lls
proviennent du peeling des hémicelluloses, et notamment des glucomannanes [71]. La
dégradation des saccharides en HMF ou furfural est par ailleurs infime [72]. Les groupes
acétyles sont libérés dans leur intégralité. Les concentrations en lignine mesurées sont
relativement elevées, entre 4 et 9 g/L, soit entre 1,6 et 3,6 g pour 100g de bois [71]. La quantité
de lignine extraite augmente avec 1’alcali [40].

Ce procédé possede 1’avantage de conduire a de meilleurs rendements de cuisson kraft qu’apres
une autohydrolyse. De plus, les fibres obtenues sont de meilleure qualité que les fibres de la
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pate issue de copeaux ayant subis une autohydrolyse, mais aussi que les fibres de la pate témoin
[77], quel que soit I’alcali utilisé lors de 1’extraction.

L’utilisation de la NNE ne parait pas efficace au regard de la quantité de saccharides extraite.
Cependant, son implémentation dans une usine kraft est un avantage incontestable, étant donné
qu’il utilise un réactif créé sur place, qu’il n’est pas nécessaire de laver la pate entre 1’extraction
et la cuisson, et que les propriétés de la pate sont améliorées par le prétraitement.

L’usage de liqueur verte en forte concentration a été également testé sur du bois de résineux
[72]. Tl ne s’agit toutefois pas de NNE, la liqueur verte ayant un pH de départ de 13. Les
concentrations en saccharides obtenues sont alors relativement élevées, et leurs produits de
dégradations respectifs restent faibles (Figure 24). Les concentrations obtenues & 130°C sont
plus faibles, certainement du fait d’un peeling plus agressif. Ce traitement semble donc pouvoir
étre efficace.

130 °C
3 100°C

Sugar concentration/(mg-mL-")

a b c d e f g

Figure 24 : Concentrations en saccharides mesurées apreés une extraction avec liqueur verte (Pin Douglas ;
3,5h a100 et 130°C ; a : mannose, b : galactose ; ¢ : xylose, d : arabinose, e : glucose, f : furfural, g :
HMF) [72]

Les traitements alcalins ont moins d’impact sur la cuisson kraft que les traitements acides
puisqu’ils se déroulent dans un milieu similaire. Ainsi, le rendement global de 1’extraction
suivie de la cuisson est similaire a celui d’une cuisson seule [39], [78]. Cela signifie que
I’extraction des hémicelluloses et la production d’éthanol n’a pas d’impact sur la production de
pate. Le lavage des copeaux avant cuisson n’est pas nécessaire. De plus, les caractéristiques de
la pate ne sont pas affectées, que ce soit avec un traitement alcalin a basse température ou avec
une NNE [39], [68], [77], [78].

3.3 Explosion a la vapeur

L’explosion a la vapeur est un traitement se déroulant en deux étapes qui permet non seulement
d’hydrolyser et d’extraire les saccharides, mais également de déstructurer la biomasse. La
premiere phase est le vapocraquage, pendant laquelle la vapeur sous forte pression (jusqu’a 40
bars, 250°C) pénetre dans les copeaux. Ces conditions conduisent a I’hydrolyse des
polysaccharides. Apres quelques minutes, une brutale décompression est appliquée,
déstructurant la biomasse [79]. La réaction peut étre catalysée par du dioxyde de soufre (SO3)
[80]-[83] ou de I’acide sulfurique [7].
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Un traitement mene a 175°C, avec 4,5% de SO2 pendant 7,5 min sur du pin de Douglas a permis
d’extraire 70% des hémicelluloses [81] ou 86% des hexoses [80], I'immense majorité sous
forme monomeére. De plus, les concentrations en HMF et furfural ne dépassent pas 0,5 g/L. Un
traitement plus sévere (215°C, 6,6 min, 2,38% SOy) entraine une forte dégradation des
saccharides. La quantité d’hémicelluloses dans 1’hydrolysat chute a 37,5%

L’extraction d’hémicelluloses est trés efficace par ce traitement. Toutefois, la décompression
dégrade énormément les fibres. Il est donc impossible d’en faire de la pate de bonne qualité,
mais cela constitue un prétraitement intéressant avant une hydrolyse enzymatique de la
cellulose [81]. Ainsi I’explosion a la vapeur est utilisée majoritairement pour faire de 1’éthanol
cellulosique (a partir des hémicelluloses et de la cellulose).

3.4 Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique s’est imposée pour la production d’éthanol a partir d’amidon [84].
Elle est cependant encore loin d’étre efficace pour 1’éthanol de seconde génération. Elle est
utilisée jusqu’a 1’échelle pilote pour I’hydrolyse de la cellulose (voir par exemple les projets
NILE [85], [86] et FUTUROL [14], [87]). Trois classes d’enzymes différentes sont alors
nécessaires. Les exo-1,4-B-d-glucanases produisent du cellobiose en partant des extrémités de
la cellulose, les endo-1,4-B-d-glucanases hydrolysent les liaisons glycosidiques internes a la
cellulose, pour créer de nouvelles extrémités réductrices, et enfin les 1,4-B-d-glucosidases
convertissent la cellobiose en glucose [88], [89].

En ce qui concerne les hémicelluloses, le cocktail d’enzymes nécessaire est encore plus
important, sachant que chagque enzyme admet comme substrat un type de liaison spécifique. Ne
serait-ce que pour les GGM, il est indispensable de posséder des endo-1,4-B-mannanases, des
B-mannosidases, des B-glucosidases, des a-galactosidases ainsi que des acetylmannane-
esterases si les groupes acétyles doivent étre libérés [7], [88], [90]. Ces enzymes peuvent étre
produites a partir de microorganismes, comme Trichoderma reesei [91] ou encore Penicillium
purpurogenum [92].

L’efficacité des enzymes est réduite par leur inhibition a leur produit, leur propre substrat, ainsi
que par les composés phénoliques [88]. Ce procédé reste cependant séduisant pour une
hydrolyse secondaire, aprés autohydrolyse ou extraction alcaline. En effet, il limiterait la
dégradation des monosaccharides et pourrait réduire la libération des groupes acétyles,
inhibiteurs pour la fermentation (cf. la partie C.2.2 de ce chapitre). Ce procédé faciliterait la
fermentation, mais diminuerait la matiere premiere fermentescible, un hexose lié a un groupe
acétyle ne pouvant pas étre transformé en éthanol. Les hémicelluloses étant solubilisées,
I’action des enzymes est facilitée. Néanmoins, pour obtenir une hydrolyse enzymatique efficace
et rentable, les microorganismes doivent étre améliorés, la manipulation génétique semblant
étre la voie la plus prometteuse [7].

3.5 Bilan sur les extractions

Parmi les prétraitements présentés, trois apparaissent comme plus intéressants

I’autohydrolyse, 1’hydrolyse acide et la NNE, chacun possédant des avantages et des
inconvénients. Comparée a I’hydrolyse acide, 1’autohydrolyse limite la dégradation de la
cellulose et des monomeres. Cependant, la quantité d’hémicelluloses extraite est plus faible, et
une hydrolyse secondaire est nécessaire. La NNE permet d’extraire seulement une quantité
limitée d’hémicelluloses, sous forme d’oligomeére de surcroit. Néanmoins, son impact sur la
pate est positif puisque ni le rendement global (pas de baisse de production de péte), ni la qualité
de la pate ne sont affectés. De plus, le pH final de I’extraction est adapté a une fermentation,
celui-ci étant légerement acide. Enfin, le réactif utilisé est une liqueur résultant du procédé kraft.
Cependant, la dégradation des saccharides par peeling a pour conséquence une concentration
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conséquente en acides organiques, qui sont de forts inhibiteurs de la fermentation (cf. la partie
C.2.2 de ce chapitre).

C. La production de bioéthanol

1 Le point sur les biocarburants

Le terme biocarburant désigne un carburant fabriqué a partir de biomasse, et non que la
biomasse provient de culture biologique. Pour éviter toute confusion, le terme agrocarburant
peut également étre employé.

Petit historique des biocarburants

L’utilisation de 1’éthanol et des huiles végétales comme carburant n’est pas récent. Dées le début
du XX®™e sigcle, les grands industriels Henry Ford et Rudolph Diesel en faisaient leurs
carburants de prédilection [6]. Cependant, I’avénement de la pétrochimie quelques années plus
tard mit un terme durable a leur expansion, les carburants issus du pétrole étant plus rentables
et disponibles en grande quantité. De plus, I’impact environnemental de 1’utilisation de ces
carburants n’était alors pas une préoccupation.

En 1923 fut inventé par les docteurs Franz Fischer et Hans Tropsch le procédé qui porte leur
nom [93], et qui permet la conversion de monoxyde de carbone et d’hydrogéne en
hydrocarbures. Ce procédé fut appliqué a grande échelle pendant la seconde guerre mondiale
par I’ Allemagne et le Japon pour produire du carburant a partie de charbon. De méme, deés les
années 1950, I’Afrique du Sud investit dans ce procédé, toujours a partir de charbon, pour
fabriquer des hydrocarbures alors qu’elle est économiquement isolée en raison de ’apartheid.
Méme s’il ne s’agit pas de biocarburants a proprement parler, la mise au point et le
développement de ce procédé permet aujourd’hui d’envisager la synthese de biocarburants a
partir de gaz de synthese (ou syngas) résultant de la gazéification de biomasse.

I1 a fallu attendre les chocs pétroliers de 1973 puis 1979 pour voir apparaitre un regain d’intérét
pour les biocarburants. Deux pays s’y consacrent durablement, le Brésil et les Etats-Unis. Le
Brésil, alors dépendant des importations de pétrole, développe un programme de production en
masse de bioéthanol, appelé proalcool. Fort d’une gigantesque surface cultivable et d’une
industrie de la canne a sucre mature, le gouvernement encourage la production d’éthanol et de
véhicules fonctionnant avec ce carburant. Depuis, le Brésil s’est également lancé dans un vaste
projet encourageant la production de biodiesel [94]. Les Etats-Unis développent quant a eux le
gasohol, mélange de diesel et d’éthanol. Cependant, I’intérét pour les biocarburants s’estompe
rapidement avec la chute du co(t du baril suivant le choc pétrolier de 1979. Différents facteurs
conjoncturels vont permettre de relancer 1’attrait des biocarburants : il y a eu bien sir une
nouvelle hausse du baril de pétrole dés 2008, mais d’autres éléments s’y sont ajoutés, surtout
dans les pays développés. Les considérations environnementales sont en effet de plus en plus
présentes, les industries de la biomasse sont a I’affut de nouveaux débouchés et les pays
importateurs de pétrole souhaitent limiter leur dépendance énergétique. De plus, les ressources
fossiles ne sont pas inépuisables, et des substituts devront étre trouvés dans les prochaines
décennies.
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Le biodiesel s’est développé plus rapidement que I’éthanol, notamment en Europe, ou un parc
de véhicules diesel conséquent est présent. Fabriqué a partir de la trans-estérification ou
I’hydrogénation d’huile végétale (Colza, tournesol, soja, palme...), sa production s’est accrue
dans I’union européenne, et notamment en France. Cependant la production de biodiesel a partir
d’huile de palme est en nette augmentation dans d’autres pays. De nos jours, I’huile est
transformée directement sur place (Argentine, Thailande, Singapour [95], [96]) ou dans les
ports européens comme Rotterdam.

Les biocarburants aujourd’hui

L’essence et le diesel sont les carburants les plus utilisés. La production de biodiesel a partir
d’huile végétale permet d’obtenir un produit quasiment identique au diesel. Il n’existe pas
d’équivalent a I’essence. Celle-ci peut cependant étre remplacée par un alcool, comme
1’éthanol, le butanol ou encore le méthanol. L’éthanol est privilégié du fait de sa production
actuelle et potentielle importante. Le Tableau 8 résume les consommations et les productions
de biocarburants pour le monde, I’Union Européenne, la France et deux pays fortement engagés
dans les biocarburants : les Etats-Unis et le Brésil. Le Brésil a un taux d’incorporation de 20%,
supérieur aux autres pays, pour lequel il avoisine les 3—6%.

Consommation (ktep) Production (ktep)
%
Essence Diesel Ethanol Biodiesel d’incorporation
biocarburants
Monde 906 297 842436 43478 (4,6%) 18470 (2,2%) 3%
Union Européenne 88 704 190 015 2104 (2,3%) 8166 (4,1%) 4%
France 7531 31764 506 (6,3%) 1555 (4,7%) 5%
Etats-Unis 351 392 128 993 2 6451 (7,0%) 2887 (2,2%) 6%
Brésil 20 428 34 297 (13%;@%/3) 2 107 (5,8%) 20%

Tableau 8 : Consommation de carburants et production de biocarburants dans les transports en 2011
(entre parenthéses, le taux d’incorporation) [98]-[100]

L’Union Européenne a fixé des objectifs d’incorporation de biocarburants pour ses états
membre. Ceux-ci sont résumes dans la directive 2009/28/CE du 23 avril 2009. La part d’énergie
renouvelable utilisée dans les transports doit étre au minimum de 10%. Un carburant est dit
renouvelable si la réduction des émissions de gaz a effet de serre résultant de I’utilisation de ce
carburant est d’au moins 35% aujourd’hui par rapport au carburant fossile de référence, puis
50% en 2017 et enfin 60% en 2018, selon un calcul préconisé dans la directive (article 17). Ce
calcul fait d’ailleurs encore débat aujourd’hui, notamment parce qu’il ne prend pas toujours en
compte le changement d’affectation des sols indirect (CAS indirect, voir la partie 1.1.3 ci-
dessous ).
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1.1.1 Le biodiesel

Le biodiesel représente 27% des biocarburants dans le monde, mais plus de 77% en Europe, ou
il s’est fortement développé [96] 1l est notamment présent dans les pays ou ’utilisation de ce
carburant a (ou a été) encouragée, comme 1’ Allemagne ou la France. Par ailleurs, certains pays
sont devenus exportateurs de biodiesel. Ceux-ci disposent généralement de ressources
abondantes (Argentine, Indonésie, Thailande) ou d’un régime fiscal favorable comme les Etats-
Unis (Figure 25). Les pays acheteurs sont généralement européens, et en ont besoin afin
d’atteindre leurs quotas d’incorporation. Les pays de 1’Union Européenne représentent ainsi
82% des importations en biodiesel, principalement d’ Argentine (qui est le premier exportateur)
et de Thailande [96].
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Figure 25 : Production de biodiesel en 2011 pour les 15 premiers producteurs [100]

1.1.2 Le bioéthanol

Les carburants contenant de I’éthanol sont désignés selon la nomenclature E suivie du
pourcentage volumétrique d’éthanol maximal qu’il peut contenir (I’E10 contient donc 10%
d’éthanol au maximum). L’éthanol peut étre utilisé directement comme carburant, ou
transformé préalablement en ETBE (Ethyl Tert Butyl Ether) en le faisant réagir avec de
I’isobutene. L’ETBE est généralement préféré en Europe car son pouvoir calorifique est plus
important que celui de 1’éthanol (PCI de 35,9 MJ/kg contre 26,8 MJ/kg pour 1’éthanol, et 42,7
MIJ/kg pour I’essence). De plus, I’incorporation d’éthanol en faible quantité dans 1’essence peut
entrainer I’apparition d’eau dans le carburant, ce qui n’est pas le cas en utilisant de ’ETBE.
Cependant, I’isobuteéne est dérivé du pétrole, ce qui rend ’ETBE moins « vert » que 1’éthanol.
Ainsi, 37% (en masse) de ’ETBE est considéré comme étant renouvelable [101]. La part
maximale d’ETBE admissible dans I’E10 est alors de 22% (en volume).

La majorité des véhicules & essence produits de nos jours sont congus pour rouler avec le
carburant E10. Les véhicules flex-fuel, courants au Brésil, peuvent rouler aussi bien a I’essence
qu’a I’E85. La principale différence concernant leur moteur est la mise en place de durites et
de joints resistant a 1’éthanol, plus corrosif que 1’essence.

Comme exposé précédemment, 1’éthanol a un pouvoir calorifique plus faible que 1’essence, ce
qui induit une consommation plus importante (20 a 35%). Cependant, son plus fort indice
d’octane permet au véhicule de développer plus de puissance.
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Deux pays représentent 87% de la production de bioéthanol dans le monde, les Etats-Unis (61%,
26 500 ktep en 2011) et le Brésil (26%, 11 400 ktep en 2011). Viennent ensuite la Chine et le
Canada, dans des proportions beaucoup plus modestes (Figure 26).
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Figure 26 : Production de Bioéthanol en 2011, en dehors des Etats-Unis et du Brésil [99].

Ces chiffres sont a mettre en correspondance avec la consommation d’essence (Figure 27), qui
montre réellement 1’effort entrepris par un pays pour utiliser de I’éthanol. Le Brésil a, du fait
de sa politique menée depuis les années 1970, un taux d’incorporation d’éthanol bien plus élevé.
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Figure 27 : Ratio (énergétique) entre la production de bioéthanol et la consommation d’essence pour le
transport (2011) [99], [100]

Un nombre d’échanges plus faible concernant 1’éthanol que le biodiesel est observé. Les Etats-
Unis exportent une partie de leur production, notamment vers le Canada et ’Union Européenne
[96].
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L’immense majorité¢ du bioéthanol est produit a partir de canne a sucre (Brésil), de betterave
France) ou de céréales (Etats-Unis, Asie, Europe). Il s’agit d’éthanol de premiére génération,
fabriqué a partir de ressources alimentaires. L utilisation de telles ressources a eu un impact sur
les cours des ressources alimentaires, et peut étre incriminé comme 'une des causes des
nombreuses pénuries alimentaires de par le monde [102]. 1l est donc nécessaire de développer
une seconde génération de bioéthanol, qui serait fabriquée a partir de biomasse
lignocellulosique (bois, paille,...), qui ne constitue pas une ressource directe pour
I’alimentation humaine.

1.1.3  Considérations environnementales

La production de biocarburant est incitée pour plusieurs raisons. Ils doivent suppléer le pétrole
quand celui-ci se raréfiera et diminuer la dépendance énergétique aux pays exportateurs de
pétrole. Cependant, I’avantage prédominant d’un biocarburant est d’étre vertueux pour
I’environnement. En effet, 1’utilisation d’un biocarburant forme un cycle court de carbone : les
végétaux, pendant leur croissance, captent le dioxyde de carbone de 1’atmosphére qui sera
relaché lors de la combustion du carburant. Cependant, utiliser un biocarburant n’a pas un effet
neutre sur I’environnement puisque la culture de la biomasse, la fabrication du carburant et son
transport nécessitent de 1’énergie, souvent non renouvelable, qui implique une production de
gaz a effet de serre (GES).

L’Union Européenne, d’aprés des rapports d’expertise, a fixé des valeurs de références,
indiquant la quantité de gaz a effets de serre (dioxyde de carbone, méthane et dioxyde d’azote)
émise par rapport & un carburant fossile de référence (Tableau 9). Selon ce document, Les
carburants de seconde génération générent moins de gaz a effet de serre que ceux de premiere
génération.

Réduction des émissions de
gaz a effet de serre

Ethanol de betterave 52%
Ethanol de blé 16 & 69 %*
Ethanol de mais 49%
Ethanol de canne a sucre 71%
Biodiesel de colza 38%
Biodiesel de tournesol 51%
Biodiesel de soja 31%
Biodiesel d'huile de palme 19-56%*
Huile végétale hydrotraitée, colza 47%
Huile végétale hydrotraitée, tournesol 62%
Huile végétale hydrotraitée, huile de palme 26-65%*
Ethanol de paille de blé 85%
Ethanol de déchet de bois 80%
Ethanol de bois cultivé 76%

Tableau 9 : Réduction des émissions de gaz a effet de serre par rapport au carburant fossile de référence
(essence ou diesel) *dépend du combustible utilisé et du type de chaudiére (normale ou cogénération).
L’impact du changement d’affectation des sols n’est pas pris en compte [101]
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Ces resultats peuvent étre comparés a une analyse de cycle de vie (ACV) menée sur différents
biocarburants de premiéere génération (Tableau 10). Cette ACV ne prend pas en compte le CAS.
De plus, la combustion d’un biocarburant est considérée comme ne générant pas de GES. En
général, le biodiésel est plus efficace d’un point de vue environnemental, devant 1’éthanol et
I’ETBE. L’¢éthanol de canne a sucre, dont 1’étude porte sur la production brésilienne, présente
cependant de grandes qualités environnementales.

Energie primaire non renouvelable Emission de GES
MJ/MJ Réduction (%) kgeq.CO/MJ  Réduction (%)
Carburants Essence 1,22 0,0901
référence  piegel 1,25 0,0914
Colza 0,431 66% 0,0372 59%
Tournesol 0,401 68% 0,0251 73%
Biodiesel  Soja 0,387 69% 0,0211 77%
Palme 0,271 78% 0,0218 76%
Huile végétale pure 0,226 82% 0,0318 65%
BIé 0,62 49% 0,0462 49%
Mais 0,575 53% 0,0398 56%
Ethanol
Betterave 0,592 51% 0,0304 66%
Canne a sucre 0,183 85% 0,0253 72%
BI¢é 1,00 18% 0,0686 24%
ETBE Mais 0,958 21% 0,0621 31%
Betterave 0,976 20% 0,0526 42%
Canne a sucre 0,561 54% 0,0475 47%

Tableau 10 : Energie primaire non renouvelable utilisée pour la conception des carburants (MJ d’énergie
non renouvelable par MJ de carburant) et émission de GES pour la conception et I’utilisation du
carburant [103]

Par ailleurs, la toxicité des biocarburants sur I’étre humain ainsi que sur I’environnement a
également été évaluée et comparée aux carburants fossiles de référence [103]. Ainsi,
I’utilisation de biodiesel est tres favorable pour la santé humaine, sa combustion émettant bien
moins de composés toxiques que celle du diesel. Ce n’est pas le cas du bioéthanol, dont la
conception produit des molécules nocives. L’ utilisation d’engrais et de pesticides est en effet
néfaste, non seulement pour I’homme, mais également pour 1’environnement (eutrophisation
de milieu).

Les biocarburants paraissent donc globalement bénéfiques pour I’environnement, mais la prise
en compte de CAS, notamment indirect, peut remettre en cause ce bilan.

Il existe deux sortes de CAS, direct et indirect. Le CAS direct correspond a la mise en culture
d’une surface (cultivée ou non) pour produire du biocarburant. Le CAS indirect correspond a
la mise en culture d’une terre dédiée a I’alimentaire pour produire du biocarburant. Dans ce cas,
il est 1égitime de penser qu’une autre terre sera allouée, quelque part sur terre, a la production
de denrées alimentaires pour compenser la perte de production. L’impact des CAS dépend du
type de terrain qui a été alloué a la nouvelle culture, et notamment de la quantité de carbone
qu’il peut piéger. Les terrains piégeant le plus de carbone sont les foréts (notamment les foréts
primaires tropicales), les tourbiéres, puis dans une moindre mesure les savanes et prairies.

54



L’impact du CAS direct sur les émissions de GES est le plus facile a évaluer. Il est considéré
comme nul en Europe, ou les surfaces dédiées aux biocarburants étaient déja des surfaces
cultivées, donc ne retenant pas plus de carbone. Les impacts sont beaucoup plus incertains sur
les autres continents, et peuvent étre aussi bien négatifs que positifs. Ainsi, I’allocation d’une
parcelle de forét primaire pour cultiver de la canne a sucre au Brésil a pour résultat d’obtenir
un éthanol émettant plus de GES que de I’essence [103]. A contrario, un scénario optimiste :
I’allocation d’une terre arable a faible rendement pour la culture de colza ou soja peut avoir un
effet bénéfique sur le bilan, sachant que ces plantes stockent du carbone dans leur tourteau.

L’impact du CAS indirect est par contre beaucoup plus problématique. La réallocation du sol
peut avoir lieu aux antipodes de la culture de biocarburant, et dépend des données économiques
du moment. Ce CAS indirecte concerne donc également les pays européens, et son impact fait
débat aujourd’hui sur les avantages réels des biocarburants.

De Cara et al. comparent dans une étude 485 références traitant de I’impact des CAS sur les
émissions des gaz a effet de serre [104]. Quand les émissions de GES dues aux CAS direct et
indirect, a la production, a la transformation et a la distribution des carburants sont pris en
compte, seules 50% des références concluent a un bilan positif des émissions comparées au
carburant de référence, 80% ne rejoignent pas les objectifs de I’'Union Européenne (réduction
des GES de 35%). L’impact des différentes cultures sur le CAS a été évalué, ainsi que les
carburants (Tableau 11). Les CAS des cultures dédiées au biodiesel sont en général plus
émetteurs en GES que les cultures dédi¢es a 1’éthanol. Ces résultats se retrouvent dans le
classement des biocarburants de premiere génération. Seules quelques études ont été menées
sur le bioéthanol de deuxiéme génération sans pouvoir se référer a des données industrielles
réelles, contrairement aux carburants de premiére génération. Il en ressort cependant que les
CAS de I’éthanol fabriqué a partir de maticre lignocellulosique est a 1’origine d’émissions de
GES plus faibles.

Emissions (g eq. Nombre de

CO, /IMJ) références
Soja 79 64
Palme 55 52
Colza 54 79
Mais 54 90
Canne a sucres 30 62
Blé 17 65
Betterave 8 48
Biodiesel de 1% génération 61 221
Ethanol de 1% génération 31 285
Ethanol de 2°™ génération 18 13

Tableau 11 : Emissions de GES dues au CAS (valeur médiane des références) [104]

Une grande variation dans les résultats obtenus est observée, dont seules les moyennes sont
exprimées ici. Il faut savoir que le CAS varie en fonction de la région ou est produit le carburant
(les émissions de GES les plus élevées sont en Amérique Latine) et de la région de destination
du carburant.
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1.1.4 Potentiel des biocarburants

Le but & terme des biocarburants est de suppléer les carburants fossiles. Il est cependant évident
que pour s’émanciper des dérivés pétroliers, ils ne suffiront pas et qu’un panel de solutions doit
étre apporté, comportant également la diminution globale des consommations et le
développement d’autres alternatives comme la voiture électrique. Le Brésil, pays qui a
massivement investi dans les biocarburants, n’incorpore « que » 20% de biocarburants. En effet,
les surfaces nécessaires a la production de biocarburants sont tres importantes. Pour se donner
une idée, les surfaces nécessaires ont été calculées pour remplacer les carburants fossiles actuels
en France (Tableau 12). Concernant le biodiesel, il faudrait consacrer au moins 85% de la
superficie agricole francaise pour s’affranchir du diesel fossile. L’essence étant minoritaire, les
cultures a y consacrer seraient moins étendues, mais il semble difficilement envisageable
d’attribuer 7% (au minimum) de cultures alimentaires a la production de carburants. En ce qui
concerne le bois, la production d’éthanol cellulosique requerrait d’exploiter plus de la moitié
de la surface foresti¢re frangaise. Il n’est de toute maniere pas rentable de produire de I’éthanol
a partir de bois cultivé, il ne peut étre produit qu’a partir de « déchets » ou de plantes annuelles
[38].

L’objectif fixé a 10% d’énergie renouvelable dans les transports est difficilement envisageable
pour le biodiesel. Il faudrait certainement adjuger une plus grande part a 1’éthanol, dont les
productions sont plus rentables, et qui peut étre fabriqueé a partir de biomasse lignocellulosique.
D’autre part, des recherches sont menées pour synthétiser du biodiesel a partir d’algues
(biocarburants de troisiéme génération), dont la production au km? pourrait étre plus importante
que les cultures traditionnelles.

Surface Surface pour
. nécessaire pour atteindre
bl?roductlon substituer Pourcentage de I’objectif de
iocarburant - | la surface PUE (10%
(tep/km?) entierement fe concernée? E (10%
carburant d’énergie
concerné (km?) renouvelable)
Colza 135,34 246 183 85% 8,5%
- Soja 47,99 694 361 239% 23,9%
Biodiesel
Tournesol 98,43 338501 116% 11,6%
Palme 389,62 85516 29% 2,9%
Blé 153,73 52 281 18% 1,8%
Mais 204,42 39 316 14% 1,4%
Betterave 393,54 20 422 7% 0,7%
Canne a sucres 328,57 24 461 8% 0,8%
Bioéthanol i
Bois (cellulose + 91,73 87 617 55% 5,5%
hémicelluloses)
Bois (hémicelluloses) 28,22 284 755 178% 17,8%
Miscanthus 188,16 42 713 15% 1,5%
Switchgrass 164,64 48 815 17% 1,7%

Tableau 12 : Superficie cultivée ou forestiere nécessaire pour substituer les carburants fossiles par des
biocarburants (rendements agricoles : [84], [103], [105], consommation carburants en 2011 [98]) ;
Isuperficie agricole frangaise : 291 000 km?, superficie forestiére francaise : 160 000 km?[29].

D’un point de vue économique, le défi est également important pour fabriquer des biocarburants
concurrengant les carburants fossiles. Seul le Brésil peut prétendre d’y arriver pour I’éthanol,
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qui n’est plus subventionné depuis 1997. 1l a fallu pour cela plus de 20 ans. Dans les autres
pays, les biocarburants de premiere génération sont systématiquement subventionnés ou soumis
a des déductions d’impdts.

2 La fabrication de bioéthanol

2.1 Concept de fermentation éthanolique

La fermentation éthanolique est un processus mené par une multitude de microorganismes. Pour
ceux-ci, I’éthanol n’est qu’un sous-produit de leur production d’énergie, cette derni¢re étant
essentiellement vouée a leur reproduction. Ainsi, la production d’éthanol est directement
corrélée a sa croissance [106]. Les réactions globales de fermentation anaérobies (les plus
efficaces) pour les hexoses et les pentoses sont données par les Equations 16 (établie par Gay-
Lussac) et 17 [107]:

Equation 16
C¢H 2,06 — 2C,H;0H + 2CO,

Equation 17
3CsH,,05 = 5C,H;OH + 5CO,

Les rendements, calculés d’un point de vue steechiométrique et appelés rendements de Gay-
Lussac, sont de 51,1 g d’éthanol pour 100 g de sucres. Ce rendement sert de référence pour
évaluer les fermentations (rendement théorique). Cependant, ces équations ne prennent pas en
compte la biomasse créée a partir des sucres, ni les autres sous-produits de la fermentation.

En ce qui concerne les hexoses, Louis Pasteur a déterminé un rendement théorique maximal
pour I’éthanol de 48,4 g pour 100 g de sucres [84]. 1l a en outre observé qu’environ 3% des
sucres sont convertis en glycérol, 0,5% en acide succinique et 0,5—0,8% en alcool de fusel.
Seuls 0,8 a 1% des sucres sont utilisés pour I’accroissement de la biomasse. D’autres sous-
produits existent et sont présents en tres faibles quantités, comme par exemple I’acide acétique.
Au niveau industriel, le rendement obtenu pour 1’éthanol de premiére génération est de 90—
92% du rendement théorique, soit 46 a 47 g d’éthanol par gramme de sucres fermentescibles.
Pour les pentoses, la proportion des autres sous-produits et 1’accroissement de la biomasse a un
impact plus important. En effet, le rendement peut chuter a 26 g d’éthanol pour 100 g de
pentoses du fait de 1’accroissement de la biomasse [107]. L’éthanol n’est pas toujours le sous-
produit le plus abondant, concurrencé par le xylitol sous certaines conditions, comme une
fermentation en milieu totalement anaérobie par exemple [107], [108].

Une fermentation se déroule en trois phases (Figure 28), avec tout d’abord une phase de latence,
durant laquelle le microorganisme s’habitue a son nouvel environnement. Elle peut étre plus ou
moins longue selon le stress occasionné par cet environnement. Vient ensuite une phase de
développement exponentiel, qui s’achéve par une phase stationnaire qui débute quand les
nutriments commencent a manquer. La concentration en éthanol atteint alors un maximum, puis
peut commencer a décroitre.

Pour vivre, les microorganismes ont besoin d’une source de carbone (fournit par les sucres) et
une source d’azote, qui doit généralement étre ajoutée au milieu de fermentation. De plus, les
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fermentations sont plus efficaces en milieu anaérobie, mais une micro-aération peut étre
bénéfique [84]. Elle est méme quasiment indispensable pour la fermentation des pentoses.

Lag Log or . Stationary
phase exponential phase
phase '

SO0~ m0O\—-0 000

In biomass concentration
o nwnmIo

Time

Figure 28 : Développement typique de biomasse lors d’une fermentation batch [109]

Les microorganismes sont plus performants quand ils ne sont pas stressés par leur
environnement. Le stress peut provenir de plages de température et de pH non adaptées, d’une
trop forte présence d’oxygene, ou de la présence d’inhibiteurs de fermentation dans leur milieu.
Il faut également savoir qu’une trop forte concentration en substrat ou en éthanol a également
des effets inhibiteurs [84], [106], [110]. L’ impact de ces facteurs dépend du microorganisme.

2.1.1  Microorganismes utilisés

Beaucoup d’organismes sont susceptibles de produire de I’éthanol a partir de sucres. Trois
d’entre eux font particuliérement 1’objet d’études, Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas
mobilis et Escherichia coli. Le choix d’un microorganisme dépend bien entendu de sa capacité
a produire de 1’éthanol (rendements, productivité, type de substrat), mais également de sa
facilité¢ d’utilisation (organisme non pathogene, robustesse, possibilité de recyclage) et de ses
conditions de fonctionnement. Certains facteurs peuvent ainsi défavoriser la contamination du
milieu par d’autres microorganismes utilisant les sucres a d’autres fins que la production
d’¢éthanol (pH tres acide, hautes températures...). Or une contamination est a éviter absolument
au niveau industriel, car elle nécessite de steriliser toutes les installations avant de relancer la
production a partir de microorganismes « neufs ».

2.1.1.1  Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae est une levure intensément utilisée par I’Homme. Elle est exploitée depuis
longtemps dans la fabrication de boissons alcoolisées, comme la biére, ainsi que dans la
confection de pain, ¢’est pourquoi elle est appelée communément levure de biére ou levure de
boulangerie. Cette levure est utilisée pour la fermentation d’éthanol de premiére génération. Ce
microorganisme faisant I’objet de cette étude, sa description sera présentée en détails et la suite
du manuscrit sera plutét focalisée sur cet organisme.
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Cette levure utilise comme substrat les hexoses, et peut atteindre des rendements en éthanol de
90—93% par rapport au rendement théorique [106]. Pour la fermentation de glucose ou
mannose, sa voie métabolique (Figure 29) utilise un processus bien connu pour produire de
I’énergie dans le monde du vivant, la glycolyse (ou voie d'Embden-Meyerhof-Parnas), qui
permet d’obtenir deux moles de pyruvate et deux moles d’adénosine-5'-triphosphate (ATP,
molécule fournissant I’énergie dans les organismes vivants) a partir d’une mole de glucose ou
de mannose. Le pyruvate est ensuite réduit en éthanol et glycérol dans des proportions variables.
Le métabolisme utilisant le galactose est différent, car il doit tout d’abord étre transformé en
glucose-6-phosphate selon une autre voie metabolique (voie de Leloir). Pour cette raison, le
galactose n’est utilisé par la levure qu’a défaut de glucose ou mannose [111].

D-galactose D-glucose D-mannose
ATP \l ATP ~ ATP =

galactose-1-P
C UDP-glucose j
UDP-galactose

glucose-1-P

v \ 4
glucose-6-P mannose-6-P
co,

2 NADPH l /
fructose-6-P

it m\i

PPP fructose-1,6-biP

\/\

G-3-P «—» DHAP

NADH
ATP A’i\ NADH L/

PEP glycerol

)

pyruvate

NADH
coz A{
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Figure 29 : Voie métabolique de fermentation de Saccharomyces cerevisiae. G-3-P : Glyceraldehyde- 3-
phosphate, DHAP : dihydroxy-acetone-phosphate, PEP : phospho-enol pyruvate; PPP : Voie des Pentoses
phosphates, NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide , NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (d’apres [108])

S. cerevisiae est utilisée pour 1’éthanol de premiére génération parce qu’elle présente de
nombreux avantages comparée aux autres microorganismes. Elle est tolérante a de fortes
concentrations en éthanol (180 g/L) ainsi qu’en sucres et en ions, elle est robuste [112] et peut
fermenter a des pH acides (3 a 4) [106]. Ce dernier point est important car beaucoup de
microorganismes ne peuvent pas se développer a de tels pH. L utilisation de S. cerevisiae dans
de telles conditions permet ainsi de limiter le risque de contamination. Il est également possible
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d’effectuer un lavage a I’acide sulfurique des levures avant de les introduire, toujours pour
éviter toute contamination du milieu. De plus, la taille de la levure permet de la séparer
facilement du milieu de fermentation, par filtration ou centrifugation, et ainsi de la recycler
pour une nouvelle fermentation [84].

Enfin, dernier avantage non négligeable, S. cerevisiae est considéré comme non dangereux pour
la santé humaine (organisme GRAS pour Generally Recognized As Safe).

L’un de ses principaux défauts est de ne fermenter que les hexoses, et non les pentoses. Il est
cependant possible, par modifications génétiques, de lui faire accepter comme substrat la
plupart des pentoses et hexoses (voir la partie C.2.1.2 ci-dessous).

2.1.1.2  Zymomonas mobilis

Z. mobilis est une bactérie trés efficace dans la fermentation d’éthanol. La voie métabolique
pour la consommation de substrat ne génére qu'une demi mole d’ATP pour une mole de
substrat, ce qui entraine une croissance plus faible que S. cerevisiae, et surtout une quantité plus
importante de substrat allouée a la production d’éthanol [112]. Ses rendements sont donc
meilleurs que ceux de S. cerevisiae, pouvant atteindre 97% par rapport au rendement théorique.
De méme, sa productivité peut étre 3 & 5 fois plus importante [113], [114].

Tout comme S. cerevisiae, Z. mobilis tolere des concentrations relativement importantes en
substrat et éthanol (120 g¢/L). Malgré tous ces avantages, elle ne s’est pas imposée
industriellement pour différentes raisons. La premiére est qu’elle n’accepte comme substrat que
le glucose pour produire efficacement de 1’éthanol. La présence d’autres sucres, comme le
saccharose, provoque méme la diminution du rendement de fermentation, qui peut descendre
sous les 88%, du fait de la production de sous-produits comme le sorbitol ou les Iévanes [84],
[106]. Elle ne peut donc pas étre utilisée de maniére rentable a la fermentation d’amidon ou
d’hémicelluloses. Par ailleurs, son pH d’utilisation étant supérieur a 5, le risque de
contamination augmente et sa petite taille rend difficile sa séparation du milieu de fermentation
[84]. Enfin, elle est moins robuste que S. cerevisiae [112] et ne peut a priori pas étre introduite
dans I’alimentation animale [106], méme si elle est classée comme GRAS. Or I’alimentation
animale est un moyen efficace de valorisation des résidus de fermentation obtenus apres
distillation.

2.1.1.3  Escherichia coli

E. coli n’est pas a la base une bactérie pouvant produire de 1’éthanol. Cependant, elle a la
particularité de disposer d’une grande plasticité de son génome, qui rend les manipulations
génétiques plutdt aisées. Ainsi, transformer cette bactérie afin de lui faire produire de 1’éthanol
fut I’'une des premiére réussite de manipulation génétique [112]. En fonction des modifications
apportées a son génome, elle présente 1’avantage de pouvoir utiliser tout type de substrat, et
notamment les pentoses et hexoses formant les hémicelluloses. L’injection d’oxygéne dans le
milieu permet de doper les rendements de fermentation du xylose [71]. Cependant, ces mémes
rendements appliqués au glucose ne dépassent pas 80% (souche K011 [71]). De plus, elle
nécessite un pH compris entre 6,0 et 8,0 favorisant les contaminations, est moins robuste que
S. cerevisiae, et n’est pas considérée comme non dangereuse (non GRAS). Des conditions
particuliéres s’imposent donc lors de son usage. Enfin, de méme que Z. mobilis, il n’est pas
certain de pouvoir utiliser des déchets contenant E. coli en tant que nourriture animale [112].

2.1.1.4  Autres microorganismes

En plus des trois microorganismes présentés, il en existe de nombreux autres ayant fait 1’objet
d’études.

Concernant la production d’éthanol a partir d’hexoses, nombre d’autres microorganismes ont
été étudiés tels que les levures Kluyveromyces marxianus ou Pachysolen tannophilus, ainsi que
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les bactéries Clostridium (sporogenes, indoli, sphenoides, sordelli) et Spirochaeta (aurantia,
stenostrepta, litoralis) [112].

La production d’éthanol a partir de plantes annuelles ou de feuillus, riches en pentoses, nécessite
leurs fermentations. Parmi les levures pouvant naturellement fermenter les pentoses, Pichia
stipitis est la plus étudiée [115]-[118]. Elle est capable de fermenter le xylose et le glucose en
éthanol. Comme pour E. coli, elle présente de faibles rendements en fermentation de glucose.
Il est donc préférable d’utiliser deux microorganismes pour la fermentation, I’'un pour les
pentoses et I’autre pour les hexoses [114]. Elle présente de plus une faible tolérance aux
inhibiteurs ainsi qu’a 1’éthanol (chute de rendement a partir d’une concentration de 30 a 35 g/L
[114]) [119]. D’autres microorganismes fermentant les pentoses ont été étudiés, mais ils ne sont
pas naturellement (sans modification génétique) plus performants que P. stipilis, comme
Candida shehatae, Candida novaki, Candida quercuum, Candida solani, Kluyveromyces
marxianus, Pachysolen tannophilus ou encore Candida tropicalis [108], [114], [120].

Enfin, un autre axe de recherche porte sur des microorganismes thermophiles, fonctionnant a
des températures de 1’ordre de 50—60°C. Ces températures présentent deux avantages, elles
limitent les risques de contamination du milieu, et permettent d’opérer I’hydrolyse enzymatique
et la fermentation simultanément (SSF, pour Simultaneous Saccharification and Fermentation),
les températures de fonctionnement des enzymes étant de cet ordre [84], [121]. Clostridium
thermocellum [122], Geobacillus thermoglucosidasius [123], ou encore Thermoanaerobacter
[124] peuvent étre cités. Ces microorganismes n’ont pas de bons rendements en éthanol, celui-
ci ne constituant qu’un sous-produit parmi d’autres. Il est nécessaire de les modifier
génétiquement pour espérer les rendre plus efficaces [125].

2.1.2  Levures génétiquement modifiées

E. coli doit donc étre modifiée génétiquement pour pouvoir produire de 1’éthanol a partir
d’hexoses et pentoses (notamment la souche K011 [71], [126], [127]). Le méme résultat a été
obtenu aprés modification de S. cerevisiae pour pouvoir fermenter les hexoses et le xylose
[107], [128]. 1l est méme possible de faire produire des enzymes aux levures, pour effectuer la
saccharification et la fermentation. S. cerevisiae peut ainsi non seulement fermenter hexoses et
xylose, mais également hydrolyser le cellobiose [129], des hémicelluloses simples [130], ou de
I’amidon [131]. Une souche d’E. coli a été modifiée pour hydrolyser et fermenter les xylanes
[126]. 1l est également possible de la rendre autofloculante, facilitant ainsi sa séparation du
milieu de fermentation et son recyclage [83], [132]. L’utilisation de microorganismes
génétiquement modifiés peut poser probléme a I’échelle industrielle dans certains pays, dans
lesquels il faut éviter toute contamination du milieu naturel avec des OGM.

Pour s’affranchir de ces contraintes, il est possible de laisser faire la nature en sélectionnant et
isolant les souches les plus adaptées au milieu de fermentation (cf. la partie C.2.4 ci-dessous).
Il est également possible de donner un coup de main a la nature, en irradiant d’UV des
microorganismes pour accélérer les mutations, et donc créer de nouvelles souches plus
rapidement [120], en espérant en obtenir de meilleures. Ce procédé est hasardeux,
contrairement a la manipulation genétique, mais ses résultats ne sont pas considérés comme des
OGM.

2.2 Inhibition de la fermentation

Le fonctionnement des microorganismes est directement corrélé au stress qu’il subit. Ce stress
peut provenir de 1’environnement (pH, température, présence d’oxygene) mais également des
especes chimiques présentes dans le milieu de fermentation. Ce dernier point marque 1’une des
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différences majeures entre premiere et deuxieéme génération d’éthanol. Concernant la premicre
génération, les sucres sont obtenus directement ou par hydrolyse enzymatique. Il n’y a donc pas
de sous-produits pouvant inhiber la fermentation, mis a part les sucres eux-mémes et 1’éthanol
produit. En ce qui concerne la seconde génération, les hydrolyses des matériaux
lignocellulosiques générent des sous-produits, dont la majeure partie peut inhiber la
fermentation (Figure 30). Trois catégories sont considérées comme réellement problématiques,
les acides organiques, les furanes et les composés phénoligues. Les ions inorganiques peuvent
également y étre ajoutés dans une moindre mesure [125].

L’inhibition se traduit par une durée de la phase de latence plus longue, une productivité
(grammes par litres et par heure) ou des rendements plus faibles, voire I’impossibilité totale de
fermenter. Réussir a fermenter de maniére rentable un hydrolysat est donc I’une des clés du
succes de I’éthanol de seconde génération. Plusieurs stress présentent souvent des effets de
synergie.

Hemicellulose Cellulose Lignin
CHsCOOH
Acetic acid m
L
CHO CHO CHO CHO
H—F—0OH HO———H H=———1—0H H————0OH
HO H HO H HO H HO————H
H—1+—OH H—Ap—0H HO——H H———0H Phenolic compounds
CHOH H=—a—0H H——a—0OH H=—t—OH
CH,OH CH,OH CH,OH
Xylose Mannose Galactose Glucose
\_/ \ HCOOH / \‘ ch—L—CHz—-CHz—GDOH
Furfural Formic acid Hydroxymethylfurfura Levulinic aeid

Figure 30 : Génération des inhibiteurs [133]

221 Parametres de fermentation

La température et le pH sont des parameétres importants. La température optimale pour S.
cerevisiae est de 30—35°C [106]. Au-dela de 38°C et en dessous de 30°C, les rendements
diminuent. De plus, la fermentation étant exothermique (1,2 MJ/kg d’éthanol produit [84]), la
température peut devenir problématique pour les grandes installations. Par ailleurs, une
température élevée augmente le caractére inhibiteur de 1’éthanol [84]

S. cerevisiae peut fermenter a un pH de 3,5 minimum [106]. Cependant, un pH supérieur a 5
est optimal, diminuant la durée de la phase de latence et permettant un développement optimal
de la levure. Ceci est d’autant plus vrai quand le milieu de fermentation contient des especes
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inhibitrices [110]. Cette situation se rencontrant pour la fabrication d’éthanol de deuxiéme
génération, il est primordial d’utiliser des gammes de températures et de pH optimales.

2.2.2 Concentrations en éthanol et en sucres

S. cerevisiae est 1'un des microorganismes les plus tolérants en ce qui concerne les
concentrations en sucres et éthanol. Certaines fermentations ont été meneées a des concentrations
initiales en glucoses de 280 g/L [134]. De méme, des concentrations relativement importantes
en éthanol peuvent étre atteintes jusqu’a 150 g/L [106]. Cependant, le caractere toxique de
I’éthanol est exacerbé par la présence d’autres inhibiteurs (acide acétique notamment), et a
température élevée [106].

L’éthanol a plusieurs effets inhibiteurs sur les levures : il diminue I’activit¢ de I’ATPase,
enzyme impliquée dans le transfert d’énergie et réduit les échanges a travers la membrane [106].

2.2.3  Acide organiques

Les acides faibles sont connus pour limiter le développement de microorganismes. Ils sont
d’ailleurs utilisés comme conservateurs alimentaires. S. cerevisiae est tres sensible a la présence
d’acides organiques dans le milieu de fermentation. Or, leur présence est inévitable sachant que
I’hydrolyse des hémicelluloses entraine la création d’acide acétique, et que des acides formique
et lévulinique peuvent étre obtenus a partir de furfural et HMF, eux-mémes provenant de la
dégradation des sucres [112], comme le montre la Figure 30.

La présence de ces derniers peut cependant étre évitée en limitant la sévérité des extractions.

Le mécanisme d’inhibition est le suivant : la forme indissociée des acides pénétre dans la levure
au travers de la membrane. Le pH interne étant neutre, elle s’y dissocie. Deux mécanismes
peuvent alors expliquer I’inhibition. D’une part, la levure utilise de 1’énergie (sous forme
d’ATP) pour évacuer les protons et maintenir son pH neutre. D’autre part, apres évacuation des
protons, les anions restants dans les cellules seraient toxiques pour la levure [133]. L’effet est
différent selon la concentration en acide. A faible concentration (moins de 100 mmol/L environ
quand P’acide est le seul inhibiteur), le rendement en éthanol est amélioré. La levure ayant
besoin d’énergie pour maintenir son pH constant privilégie la consommation de sucre pour en
produire, et synthétise donc de 1’éthanol. A une concentration supérieure, elle n’arrive pas a
maintenir un pH interne neutre, le rendement d’éthanol diminue, voire devient nul pour des
concentrations en acide trop élevées [66].

Il est avéré que pour une méme concentration molaire et un méme pH, ’acide formique est plus
inhibiteur que I’acide 1évulinique, lui-méme plus inhibiteur que 1’acide acétique [135]. Un lien
peut étre établi avec le pKa de ces acides. Ainsi, ’acide formique (pKa de 3,75 a 25°C) a un
pKa plus faible que les acides lévulinique et acétique (pKa de 4,64 a 18 °C et 4,76 a 25 °C
respectivement). Il libére donc plus de protons une fois qu’il a diffusé a travers la membrane de
la levure, demandant plus d’énergie a celle-ci pour maintenir son pH interne a 7. D’autres
facteurs que le pKa peuvent entrer en jeu, comme la taille de la molécule ou sa capacité a étre
liposoluble, deux facteurs facilitant la diffusion de 1’acide a travers la membrane de la cellule
[66]. Le pH du milieu de fermentation a également son importance, un pH élevé diminue la
proportion de la forme indissociée de 1’acide [136], réduisant le pouvoir inhibant de I’acide
organique. C’est pourquoi les fermentations se font a des pH de 5 ou 6 généralement avec S.
cerevisiae, méme s’il est possible de fermenter des hydrolysats a un pH de 4,0 [83].
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2.2.4 Furanes

Le furfural et le HMF sont des produits de la déshydratation des sucres (pentoses et hexoses
respectivement), réactions se produisant notamment pendant 1’hydrolyse des hémicelluloses
(Figure 30). Ces deux composés sont connus pour inhiber la fermentation. Possédant un
groupement aldéhyde, ils sont néfastes pour les organismes en général. Le furfural peut par
exemple endommager I’ADN des levures, ou encore inhiber certaines enzymes nécessaires a la
production d’éthanol [47]. S. cerevisiae, en conditions anaérobiques, convertit le furfural en
alcool furfurylique et le HMF en 2,5-bis-hydroxymethylfurane, espéces moins inhibitrices
[133], [137], [138]. Cette réaction, concurrente de la fermentation éthanolique, entraine une
phase de latence plus longue, mobilise une partie des ressources des levures et provoque donc
une diminution de la productivité en éthanol, ainsi qu’un rendement en glycérol plus faible.
Cependant, pour une faible concentration en furfural, un meilleur rendement en éthanol a été
observé, du fait justement de la diminution de la production de glycerol [133]. Enfin, a
concentration égale, le HMF est plus inhibiteur que le furfural, celui-ci étant plus difficile a
métaboliser [66].

2.25  Composés phénoliques

Les composés phénoliques proviennent majoritairement de fragments de lignine hydrolysée
pendant le prétraitement, mais peuvent également provenir d’extraits du bois [139] ou de
saccharides (catéchol de pentoses ou acide hexenuronique [135]). Le mécanisme a I’origine de
leur caractére inhibiteur est encore mal connu. Ces composés pourraient s’insérer dans les
membranes organiques, diminuant leur effet barriere [133]. Il existe une multitude de composés
phénoliques possibles, 1’évaluation du caractére inhibiteur de chacun d’entre eux est donc
difficile. Cependant, certains composés sont plus récurrents, comme le catéchol, la vanilline ou
I’acide 4-hydroxybenzoique [133]. L’effet inhibiteur relatifs des groupes fonctionnels a été
évalué [140]. Les groupes suivants sont classés du plus inhibiteur au moins inhibiteur : CH=CH,
CHO, OH, COOH et finalement OCHa.

Par ailleurs, vingt composants modeles ont été évalués pour des concentrations allant de 0,02 a
1 g/L avec S. cerevisiae [135]. Chacun des constituants, méme a faible concentration, provoque
une réduction de I’accroissement de la biomasse. Cependant, seuls quatre composés ont une
réelle influence sur le rendement en éthanol. L’o-vanilline inhibe toute fermentation des 0,2
g/L, alors que la vanilline seule n’a aucun impact sur le rendement. Le p-benzoquinone inhibe
toute production d’éthanol, méme a une concentration de 0,02 g/L. Les deux autres composés
ayant une influence sur le rendement a 1 g/L sont I’acide cinnamique et I’acide 3,4-dimethoxy-
cinnamique. Le catéchol n’a en revanche aucun impact seul. L’acide 4-hydroxybenzoique,
présent dans les hydrolysats de résineux, n’inhibe pas la fermentation a une concentration de 2
g/L [133].

De méme que pour les furanes, il a été remarqué que S. cerevisiae transforme certains composés
phénoliques en d’autres espéces moins toxiques [135], [139].

2.2.6  lonsinorganiques

Les ions inorganiques presents dans les hydrolysats proviennent du bois lui-méme, des produits
chimiques utilisés pour I’extraction des hémicelluloses et pour 1’ajustement du pH. Leur
présence entraine une pression osmotique sur la membrane des levures, et peut diminuer leur
efficacité. Le mécanisme d’inhibition est similaire a celui des acides organiques. La levure
alloue une part de son énergie a rééquilibrer la pression osmotique en évacuant les ions. Pour
de faibles concentrations, 1’effet est positif, la production d’éthanol étant privilégiée a la
fabrication de biomasse. Mais a haute concentration, une diminution de rendement est observée
[125]. S. cerevisiae est plut6t tolérante aux ions inorganiques [84], pouvant supporter une
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concentration globale de 250 g/L [106]. Cependant, certains sels sont plus néfastes que d’autres.
Les sels suivants sont classés du plus toxique au moins toxique : CaClz, (NH4)2SO4 > NaCl,
NH4Cl > KH2PO4 > MgCl2 > MgSO, > KCI [141]. Ainsi, I’addition de plus de 60 g/L de NaCl
annule toute croissance des levures [110].

L’influence de ces ions est a prendre en compte pour le choix des produits chimiques utilisés
en amont de la fermentation.

2.3 Procédés réduisant I’impact des inhibiteurs

Plusieurs stratégies peuvent étre mises en place pour limiter 1’effet des inhibiteurs lors de la
fermentation. Ces derniers résultant de la phase d’extraction des hémicelluloses, 1’optimisation
de celle-ci peut permettre de réduire la quantité d’inhibiteurs, en utilisant un traitement moins
sévere par exemple. Il faut parfois limiter la quantité de sucres extraite, pour finalement obtenir
une production plus importante d’éthanol grace a de meilleurs rendements de fermentation. Il
est également possible de détoxifier I’hydrolysat en amont de la fermentation, de travailler sur
les levures pour augmenter leur tolérance, ou de choisir un procédé de fermentation judicieux.

2.3.1  Les procédés de détoxification

Il existe plusieurs traitements pouvant détoxifier un hydrolysat. Le choix du traitement dépend
des composés inhibiteurs a éliminer, ainsi que de données économiques.

Le procédé alcalin, ou overliming, est un procédé qui consistea augmenter le pH de
I’hydrolysat jusqu’a obtenir un précipité. Une fois ce précipité ¢éliminé (filtration,
centrifugation...), le pH peut de nouveau étre ajusté pour la fermentation [142]. Ce procédé
permet de réduire les teneurs en furanes et composés phénoliques, mais n’a aucun impact positif
sur les acides organiques. L’overliming était a 1’origine effectué a partir d’hydroxyde de
calcium, ou chaux éteinte (Ca(OH)2), d’ou le nom (lime signifiant chaux en anglais). Un
précipité de sulfate de calcium (gypse, CaSO4) se forme pendant le traitement, sous-produit
qu’il faut valoriser. L’overliming désigne dorénavant tout traitement alcalin de détoxification,
qui peut étre effectué¢ également avec de I’ammoniaque (NH4sOH), de I’hydroxyde de
magnésium (Mg(OH)2), de I’hydroxyde de barium (Ba(OH).), ou de la soude (NaOH) [139],
[143], [144].

L’utilisation de résines échangeuses d’anions permet de purifier I’hydrolysat de la plupart de
ses inhibiteurs. Effectué sur un hydrolysat acide de bagasse de canne a sucre, il a par exemple
permis d’éliminer 63,4% des furanes, 75,8% des composés phénoliques et 85,2% de 1’acide
acétique [145], [146].

Le procédé aux charbons actifs consiste a mettre en contact I’hydrolysat et des charbons actifs.
Ce procéde, utilisé pour éliminer les composés phénoliques [147], a montré également une
aptitude a diminuer les concentrations en furanes et acide acétique. Le charbon peut étre
régénéré, en le mettant par exemple quelques heures dans de 1’eau bouillante [148].

L’évaporation d’un hydrolysat permet d’éliminer certains inhibiteurs, tout en augmentant sa
concentration en sucres, ce qui peut parfois étre utile (cf. la partie C.2.6 ci-dessous).
L’évaporation permet d’éliminer les acides acétique et formique, et le furfural. [146], [148].
Cependant, les inhibiteurs qui n’ont pas €té extraits sont ¢galement concentrés.

Des enzymes peuvent étre utilisées pour transformer les composés inhibiteurs en composés
moins toxiques pour les levures. Les plus utilisées sont les laccases. Celles-ci permettent
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d’éliminer les composés phénoliques, a priori en les faisant polymériser [142], mais n’a pas
d’effet sur les autres inhibiteurs [146].

Il est possible d’utiliser des microorganismes pour détoxifier des hydrolysats. Ils peuvent
produire des laccases, comme Trametes versicolor [142] ou de Cyathus stercoreus [145].
D’autres microorganismes peuvent avoir un comportement similaire a S. cerevisiae, en
transformant HMF et furfural en 2,5-bis-hydroxymethylfuran et alcool furfurylique [47].

Certains produits chimiques, ajoutés dans un milieu de fermentation inhibé, ont la capacité
d’augmenter les rendements de fermentation en diminuant la nocivité des inhibiteurs. L’ajout
de dithionite (S204%) 4 5 et 10 mM a permis d’améliorer les rendements de fermentation d’un
hydrolysat [149], bénéficiant du pouvoir oxydant de cet anion. Le sulfite, déja évoqué lors du
traitement alcali (cf. la partie B.2.1 de ce chapitre), possede la méme propriété.

Certains composes peuvent directement agir sur la levure, comme le tréhalose, qui protége la
membrane, ou la glutathione [47].

L’efficacité des procédés de détoxification sur les inhibiteurs est réesumée dans le Tableau 13.
De plus, une étude plus compléte de ces différents procédés est disponible dans 1’annexe 1.

Traitement HMF Furfural a(i'z?tilgﬁe foﬁélizze Acide lév. pig:;?;sj; Dégrzsi::;n des
Alcalin (Ca(OH)y) ++ ++ - - 0 + —
Alcalin (NH4OH) +++ +++ ++ +
Alcalin (NaOH) + + 0 0 + "
Résines + + +++ +++ +++ +++ +
Charbons actifs + ++ + 4+ +
Evaporation + +++ ++ ++ 0
Laccases 0 0 0 0 0 +++ 0
T. reessei + ++ 0 0 0 0
A. resinae ++ ++ ++ ++

Tableau 13 : Effets relatifs des différents procédés de détoxification sur les inhibiteurs [47], [139], [142]-
[149]

2.3.2  Modifications génétiques

Le génie génétique peut permettre d’éviter I’implantation d’une étape de détoxification. Des
souches hypertolérantes de S. cerevisiae ont démontrées une meilleurs aptitude a la
fermentation en présence de composés phénoliques et de HMF [150] ou aux furanes en général
[47].

2.4 Acclimatation des microorganismes

L’acclimatation d’un microorganisme est un procédé induisant une tolérance sans modification
génétique. Pour I’acclimater, il est successivement plongé dans un milieu contenant une
proportion de plus en plus importante de la solution a fermenter (I’hydrolysat dans le cas de
cette these). Il est possible, entre chaque étape, de procéder & une sélection afin d’isoler le
microorganisme le plus adapté. Pour cela, les levures sont placées dans une boite de Petri qui
contient I’hydrolysat en méme proportion que le milieu d’ou a été extraite la levure, afin d’avoir
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le méme degré d’inhibition. Apres quelques jours, les colonies les plus développées, donc les
plus adaptées au milieu, sont sélectionnées pour procéder a 1’étape suivante d’acclimatation
[151]. Des levures incapables de fermenter un hydrolysat sont devenues efficaces apres ce type
de procédé [83]. Une levure adaptée démontre en effet une meilleure aptitude a se développer,
ainsi qu’une phase de latence plus courte [110].

Les levures possedent donc une capacité a s’adapter rapidement a un environnement, méme si
la différence entre deux environnements doit étre limitée, d’ou un procédé qui se fait étape par
étape. Cette adaptation du métabolisme est temporaire. Pour obtenir des modifications
permanentes, il est nécessaire d’élever les levures dans un milieu inhibé sur le long terme. Dans
ce cas, une sélection « naturelle » s’opére, les organismes les mieux adaptés s’imposant par
rapport aux autres. Des levures obtenues aprés environ 300 générations ont montré des capacites
bien meilleures que leurs « ancétres », montrant des phases de latences plus courtes, ou des
rendement de dégradation du furfural et du HMF plus élevés [47].

2.5 Procédés de fermentation

11 est possible d’effectuer les fermentations en batch (discontinu), fed-batch (semi-continu) ou
en continu.

Le mode batch est le plus simple a utiliser. Le temps de séjour peut étre adapté a la fermentation,
et les contaminations bactériennes éventuelles sont plus faciles a gérer que lors d’une
fermentation continue. Cependant, 1’efficacité d un procédé discontinu n’est pas optimale, étant
donné les pertes de temps entre deux fermentations.

Le mode fed-batch est relativement similaire au procédé batch, si ce n’est que 1’alimentation
est effectuée graduellement. L’avantage de ce procédé est que les effets inhibiteurs de I’éthanol,
des sucres fermentescibles et des furanes sont amoindris. En effet, ils sont dilués au fur et &
mesure de la fermentation par 1’apport d’hydrolysat Ainsi, les furanes, a faible concentration,
sont éliminés plus facilement par les levures [47], [142].

Le mode continu est le procédé le plus utilisé pour la fabrication d’éthanol. Il consiste
généralement en une cascade de fermenteurs (Figure 31) [152]-[154]. Ce procédé présente
divers avantages. Tout d’abord, la gestion des inhibiteurs est similaires au procédé fed-batch.
De plus, I'utilisation d’un mode continu permet un dimensionnement des €quipements annexes
plus rentable et une gestion plus simple du procedé. Enfin, de meilleures productivités sont
observées pendant les fermentations continues que pendant une fermentation batch [84], [142],
et le risque de contamination est réduit [155].
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Figure 31 : Schéma d’un procédé de fermentation en continu [84]

Lors d’un procédé continu, le concept de taux de dilution (en h™*, qui correspond au rapport
entre le débit volumique et le volume du fermenteur) est privilégié par rapport au temps de
séjour. Ce taux de dilution doit étre équivalent au taux de croissance spécifique de la biomasse,
pour maintenir la concentration de levures constante [142]. Dans ce cas, la biomasse est
« cultivée » en amont du procédé, en utilisant une partie de la solution a fermenter (I’hydrolysat
dans le cadre de cette étude). Il est néanmoins envisageable d’utiliser des procédés permettant
de recycler les levures ou de les conserver dans les fermenteurs en les immobilisant.

Le recyclage consiste a récupeérer les levures a la fin du procédé, par centrifugation, filtration
ou décantation, puis a les réinjecter dans les fermenteurs [142]. Ce procédé est plus efficace si
les levures sont les seules particules en suspension dans le milieu [84]. L’usage de levure
flocculantes est également un atout. Le recyclage de 90 % des levures permet d’utiliser des
levures acclimatées au milieu, ce qui a pour effet de multiplier la productivité en éthanol de 3
a 4,6 fois ([156], [157]), ou de faire progresser a la fois la consommation en sucres
fermentescibles de 92 a 99% et la métabolisation des furanes [158]. La centrifugation est
préconisée par rapport a la filtration, car cette derniére peut rapidement perdre en efficacité si
I’hydrolysat est chargé en matieres solides [142]. Par ailleurs, la décantation permet de recycler
une quantité plus importante de levures, pouvant entrainer des rendements en éthanol plus
élevés que lors de séparations par filtration ou centrifugation [159]. Il faut toutefois noter
qu’une concentration trop importante en biomasse peut avoir un effet négatif sur les rendements
en éthanol [142], [158]. Le taux de recyclage est donc un paramétre a ajuster soigneusement.

Une solution alternative au recyclage est d’immobiliser les levures dans les fermenteurs. Des
perles d’alginate de calcium ou de sodium contenant les levures sont créées a cette fin [160],
[161]. Méme si I’immobilisation devrait en théorie limiter la production d’éthanol [106], des
hausses de rendement et de productivité ont été observées [159], [162]. Des particules
magnétiques peuvent également étre ajoutées, pour “piéger” les perles dans un champ
magnétique, ce qui permet d’obtenir un rendement en éthanol de 99,3% [161]. En dépit de ces
bons résultats, la durée de vie des perles peut poser probléme. Du calcium doit étre injecté pour
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les préserver (cas d’alginate de calcium). Les rendements décroissent cependant avec le temps,
a mesure que les levures vieillissent [162].

25.1 Saccharifications et fermentations simultanées

L’éthanol de premiere génération a partir d’amidon, tout comme 1’éthanol de seconde
génération, nécessitent un procédé de saccharification avant la fermentation (SHF pour
Separated Hydrolysis and Fermentation) Toutefois, ces traitements peuvent étre effectuées
ensemble, dans le cadre d’une SSF (pour Simultaneous Saccharification and Fermentation).
Dans le cadre de I’éthanol cellulosique, et hémicellulosique d’autres terminologies sont
employeées selon le procéde utilisé. Aprés un premier prétraitement, une phase liquide contenant
les hémicelluloses et une autre contenant cellulose et lignine son obtenues. La cellulose et les
hémicellulose doivent encore étre convertie en monomeres avant d’étre fermentée (SSF si la
saccharification et la fermentation sont effectuées en méme temps). Si les hémicelluloses sont
hydrolysées a part, puis fermentées avec la cellulose, il s’agit de SHCF (Separate Hydrolysis
and Co-Fermentation). Si les hémicelluloses et la cellulose sont hydrolysées et fermentées
ensemble, il s’agit alors de SSCF (Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation). Enfin,
si les enzymes pour effectuer ce dernier procédé sont fabriquées in situ, il s’agit de CBP
(Consolidated Bioprocessing). Dans ce cas, le traitement est entierement organique, utilisant
un ou des microorganisme(s) pour effectuer I’hydrolyse et la fermentation. La Figure 32
présente ces différents cas de figure.

Production enzymes

Hydrolyse
secondaire

Production enzymes

Figure 32 : Schéma représentant les différents procédés combinés de saccharification et fermentation
(adapté de [7])

L’intérét de tels procédés est économique, avec la réduction des étapes dans le procédé, mais
également pratique, permettant de diminuer I’inhibition des levures et des enzymes due aux

69



sucres, dont la concentration reste limitée, puisqu’elles sont fermentées des leur apparition
[124].

Le seul procédé de saccharification éligible pour étre mené pendant une fermentation est
I’hydrolyse enzymatique. Les températures et pH des autres procédés sont en effet
incompatibles avec une fermentation. La SSF est donc plutot adaptée a 1’éthanol produit a partir
d’amidon ou de cellulose, I’hydrolyse enzymatique des hémicelluloses étant encore loin d’étre
efficace (cf. la partie B.3.4 de ce chapitre). SSSF et CTB sont encore hypothétiques. Toutefois,
des recherches sont effectuées sur des organismes OGM pouvant produire a la fois des enzymes
(cellulases et hémicellulases) et fermenter les sucres (pentoses et hexoses). Une nouvelle souche
de bacteérie E. coli a permis d’hydrolyser et fermenter des xylanes jusqu’a obtenir un rendement
d’éthanol de 70%, par rapport aux xylanes présents en début de procédé [126]. Rien n’interdit
d’imaginer dans le futur un ou des microorganismes utilisés conjointement capables
d’hydrolyser et fermenter des GGM.

Les températures optimales de fonctionnement des enzymes et des levures ne sont généralement
pas similaires, sauf en cas d’utilisation de levures thermophiles. Les SSF sont généralement
effectuées aux alentours de 37°C, température représentant un bon compromis. Un autre
probléme est I’inhibition, qui n’est plus dévolue aux seules levures, mais également aux
enzymes. Ces dernieres sont notamment inhibées par la lignine et ses dérivés [48]. Cependant,
que ce soit sur des composes modeles [163], [164] ou des hydrolysats destinés a la fermentation
des hémicelluloses et de la cellulose, de bons résultats sont obtenus. Des rendements de 81%,
par rapport a I’ensemble des sucres fermentescibles, ont été rapportés [48], [165]. Les
rendements sont mémes apparus meilleurs que lors d’un procédé¢ en deux étapes distinctes.

2.6 L’extraction de I’éthanol

L’obtention d’éthanol pur est indispensable pour I’utilisation en tant que carburant. Les
procédés d’extraction sont de nos jours efficaces et rentables, ceux-ci étant utilisés depuis de
nombreuses années. Cependant, leur impact sur la rentabilité du procéde est tres important.
L’éthanol et ’eau composent un azéotrope quand est atteinte une concentration en éthanol de
95,6%(w/w). Sa température d’¢ébullition a pression atmosphérique est alors de 78,2°C, pour
79°C concernant 1’éthanol. Il est possible d’obtenir de 1’éthanol pur en effectuant une
distillation & une pression de 0,11 atmosphéres [147], mais ce procédé est trop colteux. Il est
préférable d’effectuer deux étapes d’extraction.

Une premiére distillation classique est effectuée pour obtenir un mélange proche de la
proportion azéotropique. Plusieurs solutions existent ensuite pour déshydrater ce mélange, la
distillation azéotropique, la distillation extractive, la séparation sur tamis moléculaire ou la
pervaporation.

Une distillation azéotropique consiste a introduire un solvant entraineur qui va former un
azéotrope ternaire dont la température d’ébullition est inférieure a I’azéotrope eau-éthanol (voir
schéma Figure 33). La distillation de cet azéotrope ternaire va permettre d’obtenir de 1’éthanol
pur a plus de 99% en bas de colonne. Le distillat, contenant eau, éthanol et solvant extracteur,
est divisé en deux phases par décantation. La phase contenant 1’éthanol est renvoyée a la
colonne de distillation azéotropique, la phase aqueuse subit une nouvelle distillation afin de
séparer 1’eau du solvant extracteur. Les solvants employés sont le cyclohexane, le diéthylether,
le n-pentane, le benzéne et le toluéne [84], [147]. Ces deux derniers ne sont plus guére utilisés,
du fait de leur toxicite, le cyclohexane étant privilégié (voir [166] pour les données concernant
I’azéotrope eau-éthanol-cyclohexane).

Ce procédé est tres colteux en énergie. La consommation énergétique totale de 1’extraction
d’éthanol, a partir d’une concentration de 10% (v/v) est évaluée, selon la technologie, entre 6
et 9 MJ/kg d’éthanol, soit un quart a un tiers du pouvoir calorifique de 1’éthanol [84]. Ce constat,

70



associ¢ a I’utilisation de solvants dangereux font que la distillation azéotropique est en perte de
vitesse au profit d’autres technologies.

Entrainer + EtOH

/J\ Ternary ;

Org. azeotrope

L Decanter

Feed | | | (-2
_> ______
phase )
Azeotropic Entrainer
Column Recovery
Column

| Ethanol, Water
(<1wt%) (less EtOH)

Figure 33 : Schéma d’une distillation azéotropique [147]

.La distillation extractive est une distillation effectuée avec un troisieme constituant qui a le
pouvoir d’inverser les températures relatives d’ébullition du mélange. Ainsi, la température
d’ébullition de 1’azéotrope n’est plus la plus faible. Ce troisiéme constituant peut étre un liquide
(I’éthylene glycol par exemple, ou I’essence en cas de production de carburant), un sel (acétate
de potassium, acétate de sodium...), un liquide ionique ou des polyméres [147]. Une étape
annexe est ici aussi nécessaire pour recycler le constituant ajoute.

Le procédé qui s’impose de plus en plus est la séparation sur tamis moléculaire. [84]. 1l s’agit
d’un tamis composés de zéolites, dont les pores ont un diamétre nominal de 0,30 nm. Les
molécules d’éthanol (approximativement 0,44 nm de diametre) sont retenues par ce tamis, alors
que les molécules d’eau (0,28 nm de diameétre), plus petites, peuvent pénétrer les pores [147].
Cette technologie présente un excellent bilan énergétique de 0,1 a 0,2 MJ/kg d’éthanol pour une
consommation totale (avec la premiére distillation) de 5 MJ/kg d’éthanol.

La séparation eau-éthanol peut également s’effectuer par des membranes par pervaporation.
Des membranes hydrophiles ou hydrophobes existent. Ce procédé peut également étre utilisé
pendant le fermentation pour extraire I’éthanol en continu, et limiter ainsi son pouvoir inhibiteur
[167].

La consommation d’énergie de ces procédés risque de représenter une difficulté majeure pour
la production rentable d’éthanol de seconde génération lorsque les procédés utilisés pour
extraire et hydrolyser les sucres conduisent a des solutions relativement diluées en sucre. Cela
sera notamment le cas pour les procédés d’autohydrolyse ou d’hydrolyse acide du bois qui
seront utilisés dans cette étude pour extraire les hémicelluloses. La consommation énergétique
de la distillation suit une loi exponentielle avec la quantité d’eau a retirer, comme le montre la
Figure 34. Ainsi, selon les sources, pour espérer avoir un procédé global rentable, la
concentration minimale d’éthanol avant distillation doit étre comprise entre 3%(v/v) [168] et
5%(v/v) [60]. Cela signifie des concentrations en sucres fermentescibles avant fermentation
comprises entre 65 et 110 g/L. Or, les concentrations obtenues apres les prétraitements sont loin
de ces valeurs (cf. la partie B.3 de ce chapitre). Un travail doit étre effectué sur ce point, pour
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augmenter les teneurs en sucres. Plusieurs études ont été effectuées sur 1’évaporation ou la
filtration membranaire [71], mais peu ont cherché a maximiser les concentrations pendant le
stade d’extraction.
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Figure 34 : Energie requise pour la distillation d’éthanol selon différentes technologies [168]

D. Conclusion

La production de bioéthanol de seconde génération dans une usine kraft est un défi. Différents
procédés d’extraction des hémicelluloses sont envisageables. Les procédés alcalins n’autorisent
qu’'une faible extraction des hémicelluloses, mais préservent la cellulose et les fibres.
L’autohydrolyse et les hydrolyses acides permettent d’extraire plus d’hémicelluloses, mais
entrainent I’apparition d’especes connues pour inhiber la fermentation.

Le choix du procédé d’extraction est primordial. Un traitement relativement sévere permettant
une forte production d’éthanol, mais nécessitant des stades de détoxifications peut s’avérer
moins judicieux qu’un traitement modéré produisant moins d’éthanol, mais permettant
d’optimiser la fermentation en limitant les inhibiteurs. De plus, un traitement modéré dégradera
certainement moins la cellulose qui sera produite a partir de ces copeaux.

L’¢étude d’un procédé global, allant du choix du prétraitement jusqu’a la fermentation d’éthanol,
n’a jamais été réalisée. Il est proposé de la faire dans cette étude a partir de copeaux de bois de
résineux. Dans une premiére partie, les différents prétraitements envisagés, alcalins comme
acides, seront étudiés et comparés. L’aptitude des hydrolysats obtenus a étre fermentés sera
analysée dans une seconde partie. L’accent sera mis en particulier sur I’effet des inhibiteurs de
fermentation. Ces deux études devraient permettre de déterminer les procédés d’extraction les
plus prometteurs.

Enfin, une troisiéme partie sera consacrée a I’implémentation de ces traitements dans une usine
de production de cellulose. L’accent sera notamment port¢ sur la maximisation des
concentrations en saccharides avant fermentation, dans le but de réduire les codts énergétiques
de la distillation.
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Chapitre II : Extraction des hémicelluloses

Ce chapitre traite de I’extraction des hémicelluloses du bois. L’efficacité de différents procédés
sera évaluée, tant au niveau de la quantité de saccharides extraite que des teneurs en especes
inhibitrices contenues dans les hydrolysats. Le cas de I’autohydrolyse sera étudié avec plus
d’intérét, en optimisant I’hydrolyse secondaire indispensable a la dépolymérisation des
oligomeéres. La derniére partie de ce chapitre est consacrée a 1’augmentation de la teneur en
saccharides des hydrolysats, que ce soit par évaporation ou pendant le procédé d’extraction lui-
méme, en diminuant le ratio L/B ou en recyclant I’hydrolysat lors de plusieurs extractions en
Serie.

A. Composition du bois

Le bois utilisé provient d’un lot de copeaux gracieusement fourni par 1’usine de pate Fibres
Excellence de Tarascon. Cette usine utilise comme matiére premiere du résineux provenant de
plusieurs espéces dont la composition moyenne est la suivante : 35% de Pin Sylvestre, 24% de
Pin Noir, 18% de pin d’Alep, 16% d’Epicéa et 7% de sapin de Douglas. La siccité des copeaux
était de 55%. Il a paru important dans le cadre de cette these de se servir de copeaux utilisés
industriellement pour pouvoir transposer au mieux les résultats obtenus a une utilisation a
grande échelle. Les copeaux utilisés sont donc de taille variable. Cependant, les plus gros
d’entre eux ainsi que les morceaux d’écorce ayant échappés a 1’étape d’écorgage ont été
éliminés pour ne pas fausser les résultats.

La composition du bois a été mesurée selon les normes TAPPI T 249 c¢cm-00 pour les
saccharides, TAPPI T 222 om-88 pour la lignine klason et TAPPI UM 250 pour la lignine
soluble (Tableau 14). Les mesures ont été effectuées cing fois. Ces chiffres sont cohérents avec
les compositions de résineux connues, notamment le pin sylvestre et 1’épicéa (cf. chapitre I,
partie A.1). Les teneurs en mannanes et en groupements acétyles sont toutefois comprises dans
la fourchette basse. A partir de ces données, il est possible de calculer les teneurs en cellulose,
GGM et xylanes (Tableau 15) selon les formules données dans le chapitre IV, partie B.4 d’aprés
Janson [169]. Pour ce faire, les ratios entres unités monomériques dans les GGM et xylanes
doivent étre fixés. Les valeurs typiques rencontrées pour le pin sylvestre et I’épicéa ont été
choisies. Les compositions en GGM, xylanes et lignine peuvent étre comparées avec celles du
pin sylvestre, de I’épicéa commun et du sapin de Douglas, especes entrant dans la composition
du bois utilisé dans cette étude.
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Moyenne

Arabinanes 2,0£0.2
Galactanes 2,1+0,0
Glucanes 40,0+£05
Xylanes 490+0,6
Mannanes 10,1+0,2
Groupes acétyles 1,3+0,01
Lignine 279105
Lignine soluble 0,35+0,02
Extractibles a I’acétone 25+05
Autre* 8,9
Somme pentosanes 6,9+0,7
Somme hexosanes 52,1+0,7
Total saccharides 590+14

Tableau 14 : Composition chimique du bois sec sans écorce (%) * calculé par différence, comprend les
acides uroniques, les cendres, et les autres extractibles

Bois utilisé Pin sylvestre Epicéa commun Sapin Douglas
Cellulose 37,7—38,5 40 41,7 38,8
GGM 16,0—18,5 16,0 16,3 17,5
Xylanes 55—7,0 8,9 8,6 54
Autres polysaccharides 0,8—3,7 3,6 3,4 34
Lignine 28,3 27,7 27,4 29,3

Tableau 15 : Composition chimique de bois sec utilisé (gramme pour 100 g de bois sec écorcé), et
comparaison avec celle d’espéces de résineux (d’aprés [3]). Les variations dépendent des ratios entre
unités choisis pour définir les GGM et les xylanes. Les xylanes mesurés ne prennent pas en compte les

groupements 4-O-methylglucuroniques, contrairement aux valeurs des espéces de résineux pures.

B. Prétraitements

Les effets de différents prétraitements ont été évalués sur le bois de départ. Des autohydrolyses
et des hydrolyses avec ajout d’acide sulfurique (appelées ici hydrolyses acides) ont été
effectuées avec des paramétres sélectionnés suite a des essais antérieurs effectués sur le méme
type de biomasse [12], [57], [170]. Des extractions alcalines et des extractions en milieu quasi-
neutre (NNE) ont été menées avec des intensités choisies selon la littérature [73], [77], [78].
Enfin, des Cold Caustic Extraction (CCE) ont été essayées sur des copeaux.

Le but était de comparer le potentiel de ces traitements pour I’obtention de saccharides en
solution, en partant de parameétres optimisés dans la littérature.
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1 Autohydrolyse et hydrolyse acide

Des travaux antérieurs effectués avec le méme type de matiere premicre ont permis d’optimiser
I’autohydrolyse et I’hydrolyse acide. Il a été¢ déterminé qu’une température d’au moins 150—
160°C est nécessaire a I’extraction des hémicelluloses [57]. Les parametres permettant
d’extraire un maximum de saccharides tout en limitant leur dégradation en inhibiteurs de la
fermentation ont été sélectionnés pour deux autohydrolyses et une hydrolyse acide. Ces
traitements sont ainsi relativement doux, au risque de ne pas extraire la totalité des
hémicelluloses et de ne pas les dépolymeériser. Ces parameétres sont résumés dans la Tableau
16. Le ratio L/B a été ajusté a 4, ce qui correspond au ratio utilisé habituellement pendant une
cuisson kraft. L’unique différence entre I’autohydrolyse a 160°C (appelée autohydrolyse 160)
et ’hydrolyse acide est 1’ajout d’acide sulfurique (1 g pour 100 g de bois). L autohydrolyse a
170°C (autohydrolyse 170) devrait donner des résultats similaires a 1’autohydrolyse a 160°C,
mais avec une durée plus courte, et un temps de montée en température minimal. Dans le
Tableau 16 sont également indiqués les facteurs H, P et de séveérité combinée CS, afin de
comparer ces extractions entre elles, ainsi qu’a d’autres dans la littérature. Les facteurs H et P
définissent la sévérité du traitement a partir du profil de température du traitement. Le facteur
H est plus adapté ici, puisqu’il est défini pour I’hydrolyse des GGM, alors que le facteur P est
quant a lui défini pour I’hydrolyse des xylanes. Le facteur de sévérité combinée CS prend
également en compte le pH final de d’hydrolysat. Le calcul de ces facteurs est évoqué dans le
chapitre I, partie B.2.1. Parmi les deux autohydrolyses, 1I’hydrolyse 170 parait donc comme
celle ayant la plus haute sévérité. Par rapport a ’hydrolyse 160, son temps plus court est
compensé par une température légerement plus élevée.

Température (°C) Durée (min)* H,SO, L/B facteur H facteur P CS

Autohydrolyse 160 160 90-120-30 - 4 870 600 0,35
Autohydrolyse 170 170 30-65-30 - 4 980 640 0,38
Hydrolyse acide 160 90-120-30 1%/ bois 4 870 600 2,35

Tableau 16 : Conditions des autohydrolyses et de I’hydrolyse acide ; *durée de montée en température-
durée a température-durée de descente en température

1.1 Caractéristiques de ’hydrolysat

Les concentrations en saccharides mesurées dans les hydrolysats sont visibles sur les Figures
35 a 37. Les résultats sont sensiblement proches concernant les autohydrolyses, avec 24,6 + 1,1
et 23,0 + 1,0 g/L d’hexoses solubilisés pour les autohydrolyses 160 et 170 respectivement. Au
total, 34,6 + 1,8 g/L et 30,1 £ 1,6 g/L de saccharides se retrouvent en solution. En revanche,
I’hydrolyse n’est pas suffisamment sévere pour permettre de dépolymériser totalement les
hémicelluloses. Les taux de monomeéres sont de 64,7 + 8,9% et 14,5 + 1,3% pour les pentoses
et les hexoses respectivement concernant 1’hydrolyse 160. Ces méme taux concernant
I’autohydrolyse 170 sont de 61,0% + 8,4% et 9,7% + 0,9%. Des résultats similaires ont déja été
observés, jusqu’a obtenir une dépolymérisation totale des pentose [50]. L’hydrolyse de la
majorité des pentoses est en effet plus rapide que celle des hexoses.

Concernant I’hydrolyse acide, une quantité plus importante en saccharides a été mesurée en
solution, avec une concentration en hexoses de 33,9 + 1,4 g/L (44,9 £ 2,3 g/L de saccharides au
total). De plus, les taux de monomeres atteignent 83,2 + 13,3% et 89,2 + 13,3% concernant les
pentoses et les hexoses respectivement, ce qui s’explique par 1’action catalytique de 1’acide
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ajouté. Ces taux de monomeres sont typiques d’une hydrolyse acide [57]. Cela permettra de
fermenter directement les hydrolysats acides, alors qu’une seconde étape d’hydrolyse sera
nécessaire pour les hydrolysats issus d’une autohydrolyse qui contiennent majoritairement des

oligoméres.
mannos

Les ratios gluws: calculés a partir des concentrations des monomeres et des oligomeres dans

les hydrolysats sont de 3,7 pour les autohydrolyses et de 2,4 pour I’hydrolyse acide. Cette
derniere entraine donc une extraction plus importante de glucose comparée au mannose, ce qui
suggere qu’une partie de ce glucose proviendrait de la cellulose. L’hydrolyse acide semble donc
dégrader plus fortement la cellulose que 1’autohydrolyse.

=% monomeres = 9% oligomeéres ¥ Concentration totale
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Figure 35 : Concentrations en saccharides et proportions monomeére/oligomére mesurées dans un
hydrolysat aprés ’autohydrolyse 160

H % monomeéres =% oligoméres X Concentration totale
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Figure 36 : Concentrations en saccharides et proportions monomére/oligomére mesurées dans un
hydrolysat aprés ’autohydrolyse 170
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Figure 37 : Concentrations en saccharides et proportions monomeére/oligomére mesurées dans un
hydrolysat aprés une hydrolyse avec ajout d’acide sulfurique

Les concentrations en especes inhibitrices présentes dans les hydrolysats sont visibles sur la
Figure 38. La présence de ces espéces doit étre limitée autant que possible avant une
fermentation.

L’apparition d’acide acétique, provenant de la désacétylation des hémicelluloses, est
inéluctable. Se présence est méme indispensable pour acidifier le milieu et solubiliser les
hémicelluloses lors des autohydrolyses. Cependant, trois a quatre fois moins d’acide acétique
est relevé pour les autohydrolyses comparé a I’hydrolyse acide. La présence de HMF, furfural,
acide formique et acide lévulinique est due a la dégradation des saccharides en cas de traitement
sévére. Celle-ci est relativement limitée concernant les autohydrolyses, mais beaucoup plus
prononcée en ce qui concerne I’hydrolyse acide avec des concentrations en furanes et acide
formique supérieures a 2,7 g/L, ainsi que la présence d’acide 1évulinique. Ce niveau de
concentration a déja été mesuré pour des hydrolyses de cette sevérité [66]. La présence d’acide
formique est également constatée concernant 1’autohydrolyse. L apparition de cette espéce est
rarement mentionnée dans la littérature lors d’un traitement sans ajout d’acide [171].
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Figure 38 : Concentrations mesurées dans les hydrolysats aprés autohydrolyses (160°C et 170°C) et
hydrolyse acide (Note : la présence d’acide lévulinique dans les hydrolysats d’autohydrolyses n’a pas été
décelée)

Le Tableau 17 montre explicitement la propension qu’a I’hydrolyse acide a dégrader les
saccharides comparée aux autohydrolyses. La quantité d’hexoses et pentoses qui a été degradée
pendant le traitement a été calculée a partir des concentrations en HMF, furfural, acide formique
et acide lévulinique (voir la méthodologie dans le chapitre V partie B.4). Les proportions de
saccharides dégradés ont ensuite étre déterminées. L’hydrolyse acide entraine la dégradation de
14 + 1,4% des hexoses extraits, alors que les autohydrolyses n’en dégradent que 1,2 + 0,2% a
1,3 + 0,3%. Cette tendance se retrouve également au niveau des pentoses : I’hydrolyse acide
dégrade environ la moitié des pentoses extraits, et les autohydrolyses un quart. Ce tableau
confirme en outre que les pentoses sont plus aisément sujet a la dégradation.

Autohydrolyse  Autohydrolyse Hydrolyse acide

170 160
Hexoses mesurés dans hydrolysat (g/L) 23,0+£1,0 246+11 339114
Hexoses degradés (g éq. C6/L) 0,3+0,05 0,3+0,07 54+11
Dégradation des hexoses 1,2+0,2% 1,3+0,3% 14 +2,8%
Pentoses mesurés dans hydrolysat (g/L) 72+04 10,1 +,05 11,0£0,7
Pentoses dégradés (g éq. C5/L) 2,7+£0,5 4,6+0,9 13,8+2,38
Dégradation des pentoses 27 £5,4% 31+6,2% 56 +11,1%

Tableau 17 : Concentrations en hexoses et pentoses dans les hydrolysats, concentrations équivalentes
théoriques en hexoses et pentoses dégradés et proportions d’hexoses en pentoses dégradés

1.2 Composition des copeaux apres les traitements d’hydrolyse

La composition en saccharides des copeaux n’a été mesurée que pour I’autohydrolyse 170, car
celle-ci sera utilisée pour 1’étude des post traitements. Sur les autres hydrolyses, la composition
des copeaux a été calculée a partir de la composition initiale du bois, du rendement d’extraction
et des compostions en saccharides et produits de dégradation des hydrolysats. Il a été considéré
que la composition de I’hydrolysat récupéré apres filtration et celui piégé dans les copeaux était
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la méme. De plus les mesures de pentose et hexoses ont eté corrigées de leurs produits de
dégradation, comme le HMF, le furfural, I’acide formique et 1’acide lévulinique. Les ratios

utilisés dans le calcul de la composition des copeaux de départ et des copeaux hydrolysés sont :
Arabinose __ Mannose Galactose

= 0,14, = 4,3 et ———— = 0,2. Des essais avec des ratios différents ont
Xylose Glucose Glucose

montré que quels que soient les ratios sélectionnés, les tendances observées sont identiques. La
quantité de lignine hydrolysée et extraite a été mesurée par absorbance dans les hydrolysats. La
comparaison des résultats indique qu’il n’y a pas de différence significative entre les résultats
obtenus par le calcul et la mesure directe (Figure 39), ce qui confirme aussi que le modele utilisé
pour compenser les saccharides dégradés est valide.

mLignine mCellulose =GGM = Xylanes mLignine mCellulose ©~GGM = Xylanes
120% -+ 120% -+
3,7% 3,8%
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Figure 39 : Comparaison entre les compositions de bois mesurées et calculées pour I’autohydrolyse 170.
Composition des copeaux (a gauche) et par rapport au bois de départ (a droite)

La quantité de matiere solide extraite a été calculée sur les copeaux hydrolysés puis lavés. Les
deux autohydrolyses permettent de prélever 25 + 2% de matiére solide quand 1’hydrolyse acide
semble en retirer un peu plus, 27 = 2%, méme si la dispersion des mesures ne permet pas d’étre
catégorique. Ces résultats, notamment concernant les autohydrolyses, sont relativement élevés
[57] mais ont déja été observés [51].

Du fait de 1’extraction des hémicelluloses, les proportions de lignine et de cellulose sont plus
importantes dans les copeaux hydrolysés (Figure 40), ce qui peut avoir des conséquences lors
de la cuisson que ces copeaux subiront. L’impact du traitement sur les copeaux de bois est
visible quand ces compositions sont rapportées au bois de départ (Figure 41). Les deux
autohydrolyses présentent des résultats similaires avec des quantités de xylanes et de GGM
extraits trés proches. Elles permettent d’extraire entre 55 et 58% de GGM, et entre 50 et 60%
de xylanes. L’hydrolyse acide mene a I’extraction de 86% des GGM et de la totalité des xylanes.
L’impact sur la lignine des traitements est trés limité, que ce soit les autohydrolyses et
I’hydrolyse acide. Les hydrolysats provenant des autohydrolyse 170, autohydrolyse 160 et
hydrolyse acide contenaient respectivement 1,97 ; 1,99 et 2,87 g/L de composeés dérivant de la
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lignine, soit I’extraction de 2,6 a 3,8% de la lignine présente dans le bois. De telles quantités
extraites ont déja éte observées [53], [57]. La lignine a été également mesurée directement dans
les copeaux hydrolysés, en donnant des quantités extraites quasiment nulles. Cet écart entre les
deux types de mesure avait déja été observé de maniere similaire [53].

mLignine mCellulose =GGM = Xylanes
120% -+

0,0%
100% -

3,0%
80% -

60% -

40% -

Composition (g pour 100 g de bois)

41,1%

20% -

0% T

Bois de départ ~ Autohydrolyse  Autohydrolyse  Hydrolyse acide
160 170

Figure 40 : Composition des copeaux avant et apres extraction. La composition en cellulose, GGM et
xylanes a été calculée en retranchant a la composition du bois les quantités mesurées dans les hydrolysats
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Figure 41 : Composition des copeaux avant et apres extraction par rapport au bois de départ. La
composition en cellulose, GGM et xylanes a été calculée en retranchant & la composition du bois les
guantités mesurées dans les hydrolysats

Les groupes acéetyles sont entiérement extraits lors de 1’hydrolyse acide alors que les
autohydrolyses ne permettent d’en extraire que 70 + 5%, 20% étant présents sous forme d’acide
acétique dans 1’hydrolysat et 50% étant toujours liés aux hémicelluloses (Figure 42). Si le
traitement secondaire utilisé pour finir la dépolymérisation permet d’éviter toute désacétylation
supplémentaire, le pouvoir inhibiteur de I’hydrolysat en serait réduit. Néanmoins, la
fermentation a toute les chances de ne plus étre rentable dans ce cas. En effet, d’aprés ces
données, entre 25 et 30% des unités de GGM présentes dans les hydrolysats d’autohydrolyses
sont encore liées a des groupes acétyles. Ces saccharides ne pouvant pas étre fermentés, cela
signifie que, sans libération de ces groupes acétyles, la production potentielle d’éthanol serait
réduite de 25 a 30%.
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Figure 42 : Devenir des groupes acétyles apres chaque traitement

1.3 Problématique de la récupération de tous les saccharides solubilisés et impact
sur le potentiel de production d’éthanol

Apres I’hydrolyse, 1’hydrolysat est récupéré par simple égouttage des copeaux. Une partie de
I’hydrolysat reste donc piégée dans les copeaux.

La siccité des copeaux apres le prétraitement a été mesurée a 35%, contre 55% avant le
traitement. Ainsi, avec un ratio L/B de 4, seulement 65% + 2% de la liqueur totale contenue
initialement dans les copeaux (eau ajoutée et eau déja présente) est récupérée pour ces
traitements. Le produit final est donc composé de trois parties, une partie solide : les copeaux
constitué des polymeéres non solubilises, et deux parties liquides contenant les composés
solubilisés : I’une piégée dans les copeaux et I’autre récupérée par égouttage et disponible pour
la fermentation. 1l sera fait I’hypothése que les concentrations des différents constituants sont
équivalentes dans ces deux phases liquides

La composition de ces trois parties est résumée dans le Tableau 18 pour I’autohydrolyse 170,
dans le Tableau 19 pour I’autohydrolyse 160 et dans le Tableau 20 pour I’hydrolyse acide. Ces
tableaux permettent notamment de prévoir les productions d’éthanol envisageables selon le
prétraitement si I’ensemble des hexoses extraits, monomeéres et oligomeéres, est fermenté. Dans
le cas des autohydrolyses, il faudra alors procéder a une hydrolyse secondaire pour
dépolymériser les oligomeéres solubilisés en monomeres. S’il est considéré que la fermentation
de tous les hexoses se fera avec un rendement de 90% par rapport au rendement théorique, entre
2,5 et 2,6 g d’éthanol pour 100 g de bois pourraient étre produits avec les autohydrolyses. Ce
chiffre est 3,6 g pour 100 g de bois avec I’hydrolyse acide.

En considérant I’ensemble des saccharides solubilisés et en faisant I’hypotheése qu’un procédé
permettant de récupérer les saccharides solubles piégés dans les copeaux est mis au point, par
un lavage efficace par exemple, les chiffres de production d’éthanol atteindraient alors 3,8 a 4,1
g d’éthanol pour 100 grammes de bois pour les autohydrolyses et 5,6 pour I’hydrolyse acide.
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Dans copeaux

Hydrolysat récupéré par

Phase solide Phase liquide égouttage

Arabinane 0,64 + 0,54 0,25+0,03 0,47 £ 0,06
Galactane 0,44 £ 0,69 0,54 £ 0,04 0,99 £ 0,08
Glucane 39,88 + 0,89 0,51+0,04 0,94 £ 0,05
Xylane 2,73+0,11 0,63 +0,06 1,17+ 0,12
Mannane 4,57+ 0,16 1,85+0,11 3,44 +£0,21
Groupes acétyles 0,30+ 0,02 0,12 +0,01 0,23+0,01
Lignine 27,3+£0,2 0,28+0,3 0,51 +0,06
HME - 0,02 +0,00 0,03 + 0,00
Furfural - 0,04 £ 0,00 0,07 £0,00
Acide acétique - 0,15+0,01 0,26 + 0,02
Acide formique - 0,05+ 0,00 0,09 + 0,00
Acide lévulinique - 0 0
Ethanol potentiel i 13 25

(9/100 g de bois)

Tableau 18 : Composition des différentes phases résultant de I’autohydrolyse 170 (g pour 100 g de bois de
départ). La phase solide est obtenue par différence entre les analyses de I’hydrolysat et de la composition

initiale du bois.

Dans copeaux

Hydrolysat récupéré par

Phase solide Phase liquide égouttage

Arabinane 1,25+ 1,05 0,46 = 0,06 0,86 £0,11
Galactane 0,59 £ 0,92 0,59 + 0,05 1,09 £ 0,09
Glucane 39,88 + 0,89 0,54 + 0,03 0,99 £ 0,05
Xylane 3,15+0,12 0,78 £ 0,08 1,44+£0,14
Mannane 494 +0,12 1,98+0,12 3,67+0,23
Groupes acétyles 0,30 £ 0,02 0,09+£0,01 0,16 £ 0,01
Lignine 27,3+£0,2 0,28 +0,3 0,51 £ 0,06
HME - 0,03 £ 0,00 0,06 £ 0,00
Furfural - 0,05 £ 0,00 0,09 £ 0,00
Acide acétique - 0,20+ 0,01 0,37 + 0,02
Acide formique - 0,07 +£0,00 0,13+ 0,00
Acide lévulinique - 0 0
Ethanol potentiel i 14 26

(9/100 g de bois)

Tableau 19 : Composition des différentes phases résultant de I’autohydrolyse 160 (g pour 100 g de bois de
départ). La phase solide est obtenue par différence entre les analyses de I’hydrolysat et de la composition

initiale du bois.

83



Dans copeaux Hydrolysat récupéré par

Phase solide Phase liquide égouttage
Arabinane 0,94 0,79 0,33+0,04 0,61+0,08
Galactane 0,26 +0,41 0,64 +0,05 1,18+0,10
Glucane 34,64 £ 0,78 1,07 £ 0,06 1,99+0,11
Xylane 1,80 £ 0,07 1,03+£0,1 1,91+£0,19
Mannane 2,59+£0,08 2,56+0,16 4,75+ 0,29
Groupes acétyles 0 0 0
Lignine 27,3+0,2 0,28+0,3 0,52 £ 0,06
HMF - 0,42+0,10 0,78+0,18
Furfural - 0,37+0,10 0,16+0,19
Acide acétique - 0,64 +0,03 1,18 £ 0,05
Acide formique - 0,46 + 0,03 0,85+ 0,06
Acide lévulinique - 0,11+0,01 0,20 £ 0,02
s -

Tableau 20 : Composition des différentes phases résultant de I’hydrolyse acide (g pour 100 g de bois de
départ). La phase solide est obtenue par difféerence entre les deux phases liquides et la composition initiale
du bois.

1.4 Bilan sur les préhydrolyses effectuées en milieu acide

L’hydrolyse acide permet d’extraire 27 + 2% des composants du bois. Sur ces 27%, 24,9% sont
connus et reférencés dans le Tableau 20 sous forme de lignine, groupes acétyles et saccharides.
Pour ces derniers, les produits de dégradations ont été comptabilisés. Les pourcentages restants
sont composés d’extractibles, de groupes uroniques ainsi que des produits de dégradation de
sucres non référencés. L’autohydrolyse permet d’extraire 25% + 2%. Les données les plus
fiables concernent 1’autohydrolyse 170, pour laquelle la composition des copeaux extraits a été
évaluée. La teneur extraite mesurée s’¢léve seulement a 13,5%, dont 10,8% de saccharides.
Quand la composition initiale de bois est comparée avec la somme des compositions des
hydrolysats et des copeaux de bois obtenus, les mesures bouclent a 93% pour les pentoses et
99% pour les hexoses. Pour ce calcul, les hexoses et pentoses provenant des produits de
dégradations ont été comptabilisés (cf. chapitre V partie B.4 pour la méthodologie). La
différence mesurée entre la perte de matiere seche observée et les teneurs connues est
vraisemblablement due aux produits de dégradation qui ne sont pas mesurés ou qui ont
polymérisé et aux autres especes non comptabilisées (acide methylglucuronique,
extractibles,...)

Pour résumer cette partie, chague type de traitement a ses avantages et ses inconvénients.
L’autohydrolyse ne permet pas d’extraire autant de saccharides que I’hydrolyse acide, et leur
concentration est plus faible. De plus, elle nécessite un traitement secondaire pour
dépolymériser les oligomeres extraits en vue de les fermenter. Ce traitement aura un impact sur
la rentabilité du procédé, mais aura ’avantage de ne pas affecter la cellulose. Ce point est le
principal inconvénient de I’hydrolyse acide. Les teneurs en glucose montrent que la cellulose
est dégradée, ce qui a été confirmé par des mesures de DPv [57]. Par ailleurs, les quantités en
inhibiteurs sont beaucoup plus importantes, notamment en ce qui concerne les furanes, dont la
formation est limitée aprés une autohydrolyse. Finalement il a ét¢ montré qu’une partie
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importante des matieres solubilisées pendant les préhydrolyses reste piégée a I’intérieur des
copeaux, si un simple égouttage est appliqué pour récupérer 1’hydrolysat.

2 Extractions en milieu alcalin

Il est bien connu que les extractions alcalines ne sont pas aussi efficaces que les extractions
acides en termes de quantités de saccharides extraites, qui sont de plus exclusivement sous
forme d’oligomeres. L’avantage de ces extractions est qu’elles s’integrent parfaitement dans
une usine kraft, étant un prétraitement adéquat avant ce type de cuisson. De plus, elles utilisent
des réactifs qui sont d’ores et déja présents dans ces usines. Trois types d’extractions alcalines
ont été testés. Le premier, qui peut étre apparenté a des Cold Caustic Extractions, se fait a
basses températures, de 1’ordre de 30°C. Le deuxiéme se fait a une température de 90°C, selon
les parameétres optimaux definis a partir de [68]. Enfin, le troisieme, I’extraction en milieu
quasi-neutre, (NNE) s’effectue a un pH lIégérement supérieur a 7, et se termine habituellement
en milieu acide, du fait de I’acidification de I’hydrolysat dii a la désacétylation des
hémicelluloses.

2.1 Cold Caustic Extraction

Ce procéde est habituellement utilisé sur les pates blanchies destinées a une utilisation chimique
afin d’en extraire les hémicelluloses résiduelles. 11 s’agit généralement d’un traitement a fort
alcali, a température quasi ambiante pendant quelques minutes. Trois CCE différentes ont été
effectuées a 30°C pour un ratio L/B de 4 (voir paramétres Tableau 21). La premiére est une
CCE typique. Pour la seconde, la durée a été allongée a 4h pour évaluer le potentiel d’un alcali
aussi fort a cette température. La troisiéme se fait avec 1’alcali utilisé lors de I’extraction alcaline
(cf. partie B.2.2 ci-dessous), et peut permettre de mesurer 1’influence de la température.

Durée NaOH (%/bois)

CCE1 30 min 75%
CCE 2 240 min 75%
CCE 3 30 min 33,30%

Tableau 21 : Parametres des extractions alcalines

Les concentrations en saccharides mesurées dans les liqueurs d’extractions apres ces procédés
sont rassemblées sur la Figure 43. Elles sont extrémement faibles, démontrant clairement que
ce type de procédé n’est pas efficace sur des copeaux de bois. Méme la CCE la plus efficace,
la CCE 2, ne permet d’extraire que 11 = 1,0% de xylose, le saccharide extrait en plus grande
quantité. De plus, la totalité des saccharides sont sous forme d’oligoméres. Ces traitements
permettent en outre de libérer les groupes acétyles en quantité importante et affectent
significativement la teneur en lignine mesurée (Tableau 22).
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Figure 43 : Concentrations en saccharides (exclusivement sous forme d’oligoméres) mesurées dans les
liqueurs d’extraction aprés les CCE

Concentration

0, o5 i i
acide acétique % groupes % lignine

acétyles libérés  klason extraite

(g/L)
CCE1 2,15+0,03 48+3 4502
CCE?2 4,28 £0,02 95+ 6 56+0,3
CCE3 2,39+0,03 53+4 0

Tableau 22 : Groupes acétyles libérés et lignine extraite suite aux CCE

2.2 Extraction alcaline

L’extraction alcaline se déroule a une température modérée avec un alcali relativement élevé.
Les parametres appliqués a cette extraction ont notamment été sélectionnés suite a une étude
effectuée sur du bois de méléze [68]. Un ratio L/B de 4 a été choisi, a une température de 90°C
et une quantité de soude de 33,3% par rapport au bois (soit 2,08 mol/L). L’extraction consiste
en une phase de montée en température de 10 min suivie de 230 min a la température de
réaction, soit un traitement total de 4 heures.

La quantité de saccharides extraite est plus que modérée. Des concentrations de 1,22 + 0,08 g/L
d’hexoses et 0,93 + 0,07 g/L de pentoses ont ét¢ mesurées dans 1’hydrolysat, exclusivement
sous forme d’oligoméres (Figure 44). Aucune trace de produit de dégradation, HMF, furfural
et acide lévulinique, n’a été logiquement détectée. En revanche, les concentrations en acides
acetique et formique sont trés importantes. La quasi-totalité des groupes acétyles a été
hydrolysée (97,7 £ 7,0% d’extraction). L’acide formique vient quant a lui du peeling subi par
les hémicelluloses, dont il constitue 1’un des produits résiduels (cf. chapitre I, partie B.2.1). Ce
peeling commence a des températures proches de 80°C, ce qui explique qu’il n’a pas été observé
lors des CCE. 1l est fortement probable que I’hydrolysat contienne également d’autres acides
organiques résultants du peeling, qui n’ont pas ¢ét¢ mesurés et qui pourraient inhiber la
fermentation.
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Figure 44 : Concentrations en saccharides et acides organiques mesurées dans I’hydrolysat apres une
extraction alcaline (saccharides exclusivement sous forme oligomére)

Le rendement d’extraction, calculé sur I’ensemble des copeaux, est de 12%, dont 0,8% composé
de saccharides, 1,3 % de groupes acétyles, 1,0% d’acide formique et 2,0% de lignine. Le reste,
non mesur¢, doit étre essentiellement constitué des produits résiduels du peeling et d’acides
uroniques.

L’extraction alcaline ne permet pas d’extraire une quantité significative de saccharides, et
produit une quantité non négligeable de composés inhibiteurs sous forme d’acides organiques
et de produits dérivés de la lignine. De plus, la quantité de soude utilisée oblige a développer
un procéde de séparation saccharides/soude efficace car son recyclage est primordial [39]. Dans
ces conditions, il parait difficile d’envisager d’utiliser un tel procédé pour la production
d’éthanol.

2.3 Extraction en milieu quasi-neutre

Une extraction en milieu quasi-neutre (NNE) s’effectue a température relativement élevée
commengant en milieu légeérement alcalin. C’est pourquoi elle est classée dans la partie
« extractions alcalines ». Cependant, du fait de la désacétylation des hémicelluloses, son pH
final est Iégerement acide. La liqueur utilisée peut étre composée de liqueur verte diluée, produit
communément utilisé dans une usine kraft.

Pour réaliser les NNE, une liqueur verte synthétique a été fabriquée. La température du
traitement est de 160°C, atteinte aprés 10 min et conservée pendant 110 min, pour terminer
avec 15 min de refroidissement (facteur H de 760 h). Le ratio L/B est de 4. L’alcali total utilisé
est de 3% (équivalent NaOH). Deux NNE ont été menées, I’une contenant de 1’anthraquinone
(0,05% / bois) et I’autre pas. L’anthraquinone est un produit utilis¢ notamment pour améliorer
les rendements de cuisson kraft en limitant le peeling sévissant en milieu alcalin. C’est dans ce
but que de 1’anthraquinone (AQ) est ajoutée a certaines NNE. Les parameétres utilisés sont
inspirés de Walton et al. [127].

Les pH finaux des NNE avec et sans AQ sont respectivement de 5,2 et 5,3. Les concentrations
de saccharides, acide acétique et acide formique, mesurées dans les hydrolysats, sont similaires
pour les deux NNE (Figure 45). Ces concentrations en saccharides sont bien plus élevées que
pour les autres traitements alcalins vus jusqu’ici, certainement dus au pH final acide indiquant
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un début d’autohydrolyse. Cependant, ces concentrations sont fortement éloignées de celles
obtenues lors d’autohydrolyses et d’hydrolyses acides. De plus, la totalité des saccharides en
solution sont sous forme d’oligomeéres. D’autre part, aucune trace d’HMF ou de furfural n’a été
détectée. Une quantité non négligeable d’acide formique est mesurée, signe d’une dégradation
des hémicelluloses par peeling. L’ AQ ajoutée, qui devrait limiter le peeling, n’a pas d’effet au
regard des concentrations en acide formique. En outre, les concentrations en acide acétique
indiguent que la grande majorité des groupes acétyles a éte libérée (91 £ 6% sans AQ et 93 +
6% avec AQ).

Les concentrations en saccharides et en acide formique ainsi que le taux d’extraction confirment
des résultats d’extractions similaires effectuées sur du feuillu [77].
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Figure 45 : Concentrations en saccharides (exclusivement sous forme d’oligoméres), acide acétique et
formique mesurées dans les hydrolysats aprés des NNE avec ou sans AQ

Le procédé de NNE est intéressant car il s’integre parfaitement dans une usine kraft, et son
impact sur la cuisson est plutdt positif [77], [78] Cependant, la quantité de saccharides extraite
est relativement faible, et un traitement secondaire est indispensable pour hydrolyser les
oligosaccharides en monomeéres. De plus, le peeling engendre la présence, en concentration
importante, d’acides organiques, pouvant avoir un impact négatif sur la fermentation.

3 Bilan sur les prétraitements

Parmi les prétraitements envisagés, certains n’ont pas ¢té convaincants (Tableau 23).
L’extraction alcaline et les CCE ne permettent pas d’extraire suffisamment de saccharides. La
production d’éthanol en découlant ne serait pas suffisante. Les traitements se déroulant en partie
ou totalement en milieu acide sont les plus prometteurs de ce point de vue.
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Concentrations (g/L)

Hexoses Acide Acide Acide
N o HMF Furfural . e
(% monomeéres) acétique formique  lévulinique
Autohydrolyse 160 23,0+1,0(10%) 1,05+0,07 0,16+0,04 0,38+0,04 0,51+0,03 n.d.

Autohydrolyse 170 24,6+ 11 (15%) 144£0,07 028+004 048011 0,67 0,03 n.d.
Hydrolyse acide 33,9+ 1,4 (89%) 454+001 299%008 266+011 3,25+002 0,75%0,13

CCE 1 0,11 +0,01 (0%) 2,15+0,03 n.d. n.d. 0,03+0,01 n.d.
CCE 2 0,50 £ 0,01 (0%) 4,28 £ 0,02 n.d. n.d. 0,04 + 0,01 n.d.
CCE 3 0,28+ 0,01 (0%) 2,39V 0,03 n.d. n.d. n.d. n.d.
Extraction alcaline 1,22 £0,08 (0%) 4,42 +0,02 n.d. n.d. 2,39 +0,03 n.d.
NNE sans AQ 2,68+0,13 (0%) 4,10+0,02 001+0,01 0,02+001 1,16=0,05 n.d.
NNE avec AQ 1,99+0,09 (0%) 4,21+0,02 0,02+0,01 0,02+0,01 1,24+0,05 n.d.

Tableau 23 : Concentrations en hexoses, acide acétique, HMF, furfural, acide formique et acide
1évulinique mesurées dans les hydrolysats aprés I’ensemble des prétraitements effectués (n.d. : non
détecté)

Les teneurs en hexoses et inhibiteurs sont cruciales pour comparer les hydrolysats entre eux.
Pour ce faire, les quantités d’inhibiteurs ont toutes ¢ét¢ ramenées a des valeurs qui seraient
obtenues pour des solutions contenant 100 g/L d’hexoses (Tableau 24).

La NNE a I’avantage de préserver la cellulose et de maintenir la production de pate a papier
identique. Cependant, la quantité de saccharides extraite, et donc la production potentielle
d’éthanol, est tres faible, ce qui rend la rentabilité du procédé aléatoire [172]. Enfin, la présence
d’acides acétique et formique en grande quantité pourrait proscrire une fermentation directe
sans détoxification.

L’hydrolyse acide peut se passer de traitement secondaire pour achever la dépolymérisation des
hémicelluloses extraites. Cependant, la présence d’inhibiteurs en grande quantité, ainsi que son
impact important sur la cellulose ont amené a privilégier 1’autohydrolyse dans cette étude.
L’autohydrolyse permet en effet de limiter la création d’inhibiteurs. Cependant, la quantité de
saccharides extraite est inférieure a celle obtenue aprés hydrolyse acide, et un traitement
secondaire de dépolymérisation des oligomeres est indispensable. Ce dernier doit étre
soigneusement ajusté afin de limiter la dégradation des saccharides et de maximiser la quantité
de monomeres.

Hexoses

Acide Acide
* *
g/L Taux HMF Furfural formique*  acétique*
monomeres

Autohydrolyse 230+10 10% 0,9+0,2 1,8+0,5 05+0,1 135+28
Hydrolyse acide 339+14 89% 88+24 7925 96+0,1 134+£15

. 04a10+ 10,7210+ 434a624 153a211%

0 ) y y L l 1

NNE 20a27+0,1 0% 01 0.3 £6,6 23

Tableau 24 : Caractéristiques des hydrolysats apres autohydrolyse, hydrolyse acide et NNE ;
*Concentrations normalisées a 100 g/L. d’hexoses
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C. Traitement d’hydrolyse secondaire

L’optimisation de 1’étape de dépolymérisation des oligomeres est primordiale avant la
fermentation. L’objectif est de dépolymériser 1’ensemble des oligoméres en limitant au
maximum la dégradation des saccharides obtenus. Pour cela, des hydrolyses en milieu acide
ont été tout d’abord privilégiées, dans la continuité de I’autohydrolyse. Des essais d’hydrolyse
enzymatiques ont également été menés.

1 Hydrolyses secondaires en milieu acide

Lors d’une hydrolyse secondaire, deux réactions peuvent se dérouler : la déepolymérisation des
oligoméres en monomeres, et la dégradation des monosaccharides obtenus en HMF ou furfural
par exemple. L’objectif est donc de déterminer les paramétres permettant de favoriser la
premiere au détriment de la seconde. Il serait également intéressant de limiter la baisse de pH
pour limiter la consommation de produits chimiques, car il faudra ensuite réajuster le pH pour
la fermentation.

1.1 Essais préliminaires

La procédure habituelle utilisee pour dépolymériser un milieu composé d’oligosaccharides
consiste a ajouter 2 mL d’acide sulfurique (24% w/w soit 281 g/L) a 10 mL de solution, pour
atteindre une concentration en acide de 46,8 g/L. Ce mélange est ensuite placé dans un
autoclave 60 min a 120°C (d’aprés [173]). Cette procédure est utilisée a des fins analytiques
pour déterminer le taux d’oligomeres dans une solution de sucres. Les résultats de cette
procédure seront utilisés comme référence par la suite. Cette opération n’engendre pas la
formation d’une quantité significative d’inhibiteurs, ce qui a ét¢ confirmé en appliquant ce
traitement sur une solution synthétique de saccharides. Cependant, si ce traitement était utilisé
industriellement, la consommation d’acide sulfurique s’éleéverait a plus de 12 g pour 100 g de
bois (en faisant I’hypothése que 65% de la liqueur est récupérée et traitée apres
’autohydrolyse). Par comparaison, 1’hydrolyse acide étudiée dans les parties précédentes ne
nécessite qu’1 g d’acide sulfurique pour 100 g de bois. Une étude sur les parametres a été
réalisée pour obtenir, voire améliorer les résultats de référence tout en diminuant la
consommation d’acide.

Les premiers essais ont consisté a poursuivre les autohydrolyses sur les hydrolysats apres avoir
retiré les copeaux de bois, sans ajouter d’acide. Trois températures d’hydrolyses ont été
sélectionnées pour ces essais préliminaires (Tableau 25). Les sévérités des traitements sont
également indiquées avec le facteur H, le facteur P et la sévérité combinée CS.

Durée montée en

Température température Durée a température ~ Facteur H Facteur P CS
120°C 0 min 1a6h 9453 8a47 -1,34-0,6
160°C 23 min 60 2210 min 44021440 30524990 -0,120,4
190°C 0 min 52440 min 37022940 220a1735 -0,4340,6

Tableau 25 : Paramétres d’hydrolyses secondaires réalisées sans ajout d’acide
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L’ensemble des essais a été réalisé sur un hydrolysat d’autohydrolyse dont les teneurs sont
rappelées dans le Tableau 26. Les concentrations de référence obtenues aprés 1’hydrolyse
secondaire y sont également indiquées. Les concentrations en saccharides constituent a priori
les maximums atteignables.

Hydrolysats Hydrolyse secondaire de
d’autohydrolyses (g/L) référence (g/L)
Arabinose 2,82+0,27 3,76 £ 0,36
Galactose 1,60 £0,24 4,64 + 0,69
Glucose 0,33+ 0,06 4,25+0,72
Xylose 3,08 +0,22 6,34 £ 0,45
Mannose 1,17+0,14 15,70 £ 1,89
Acide acétique 1,43+0,10 3,18 £0,30
HMF 0,28 £ 0,06 0,39+ 0,09
Furfural 0,48 +0,13 0,91+0,25
Acide formique 0,51+0,04 0,71+ 0,05
Acide lévulinique n.d 0,20 + 0,02

Tableau 26 : Concentrations en saccharides de ’hydrolysat avant et apres I’hydrolyse secondaire de
référence (n.d.: non détecté)

Dans un deuxiéme temps, des essais d’hydrolyses secondaires en présence d’un acide fort ont
été effectués a 160 et 120°C. Les parametres sont résumés dans le Tableau 27.

Durée montée en Durée a Concentration

Température température température HoSO4 Facteur H Facteur P CS
160°C 0 min 13a4h 0,5% (w/w) 39621585 27041090 1,1a17
120°C 0 min 60 min 0 a 6% (w/w) 9 8 -1,3a15

Tableau 27: Paramétres d’hydrolyses secondaires réalisées avec ajout d’acide

1.1.1  Autohydrolyses secondaires a 120°C

Les concentrations en monosaccharides, acide acétique, HMF et furfural mesurées pendant
’autohydrolyse secondaire sont données sur la Figure 46. Pendant les 6 heures de traitement,
les variations sont insignifiantes pour la dépolymérisation des saccharides comme pour
I’hydrolyse des groupes acétyles. A cette température, 1’ajout d’un acide comme catalyseur est
donc indispensable pour obtenir une dépolymérisation.
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Figure 46 : Concentrations en saccharides (gauche), acide acétique, HMF et furfural (droite) mesurées
aprés hydrolyses secondaires a 120°C sans ajout d’acide

1.1.2  Autohydrolyses secondaires a 190°C

Cette étude porte sur I'utilisation d’une température ¢levée, mais avec des temps relativement
courts, pour limiter la sevérité du traitement. Les résultats montrent neanmoins que, pour des
temps allant de 5 a 40 min, les concentrations en monosaccharides sont loin des maximums
visés (Figure 47). 1l y a deux raisons a cela. Tout d’abord, la dépolymérisation n’est pas achevée
apres 40 min. En effet, la concentration en acide acétique montre que 1’ensemble des groupes
acétyles n’a pas été libéré. De plus, si les produits de dégradation sont pris en compte avec les
concentrations en monosaccharides, les résultats restent loin des quantités obtenues en
référence.

Par ailleurs, les réactions de dégradations sont importantes a ces températures. Concernant les
pentoses, elles prennent méme le pas sur la dépolymérisation. La diminution de leurs
concentrations démontrent que les sucres sont dégradés plus rapidement qu’ils ne sont libérés
sous forme de monomeres.

Concernant les hexoses, une hausse des concentrations est observée. Cependant, I’augmentation
de la concentration en HMF atteste d’une dégradation importante. Il est a noter que la présence
d’acide lévulinique n’a pas été détectée lors de ces essais.
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Figure 47: Concentrations en saccharides (gauche), acide acétique, acide formique, HMF et furfural
(droite) mesurées aprés hydrolyses secondaires a 190°C sans ajout d’acide

1.1.3  Autohydrolyses secondaires a 160°C

Cette température est similaire a celle utilisée lors de I’autohydrolyse. Les concentrations ont
été mesurees apres 60, 150 et 210 min de réaction a 160°C. Dans tous les cas la durée de montée
en température était de 23 min. Une augmentation des concentrations en hexoses est observée
pendant cette hydrolyse (Figure 48). Cependant, les concentrations obtenues sont loin de
rivaliser avec les maximums théoriques (6,61 + 0,4 g/L apres 210 min, pour 24,6 + 1,4 selon la
référence). La concentration en HMF aprés 60 min est supérieure a celle obtenue en suivant la
norme. La réaction de dégradation est donc favorisée a cette température et sa cinétique est
Iégerement inférieure a la cinétique de la réaction de dépolymeérisation des hexoses. Concernant
les pentoses, la cinétique de dégradation a pris le pas sur celle de la dépolymérisation. C’est
pourquoi la concentration en pentoses diminue alors que celle en furfural augmente en parallele.
De maniére similaire aux observations effectuées a 190°C, les concentrations en acide acétique
mesurées, qui montrent que tous les groupes acétyles n’ont pas été libérés, suggerent que la
dépolymérisation des oligoméres n’est pas totale apres 210 min.

La diminution du pH a I’aide d’un acide fort semble donc indispensable.
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Figure 48 : Concentrations en saccharides (gauche), acide acétique, HMF et furfural (droite) mesurées
aprés hydrolyses secondaires a 160°C sans ajout d’acide

1.1.4  Hydrolyses 160°C catalysées par acide sulfurique a 0,5% (w/w)

Des essais a 160°C ont été effectués avec 1’ajout d’une faible quantité d’acide sulfurique pour
obtenir une concentration finale de 0,5% (5 g/L). Le traitement a été mené jusqu’a 4 heures
(Figure 49), toutefois dés la premiére heure de traitement, la dégradation des saccharides est
importante. L’ajout d’acide catalyse effectivement la dépolymérisation. Cependant, la
dégradation de ces sucres ne permet pas d’obtenir des concentrations importantes en
monomeres, alors que celles en HMF, furfural et acide formique augmentent fortement.
L’apparition d’acide 1évulinique provenant du HMF est également observée pour la premiére
fois. Elle serait donc favorisée par des pH bas. La majorité des études traitant de la production
d’acide lévulinique a partir de saccharides utilisent un catalyseur acide. Aucune étude n’a été
trouvée étudiant la synthése ou non de cet acide durant une autohydrolyse. Il en ressort
néanmoins que plus ’acide utilisé est fort, ou le pH d’extraction bas, plus la cinétique de
production d’acide lévulinique a partir du furfural est élevée [174]-[178]. Par ailleurs,
I’utilisation d’un acide faible comme 1’acide phosphorique fait chuter drastiquement la
cinétique de production d’acide 1évulinique [179]. Toutes ces observations vont dans le sens de
ce qui est remarqué lors des hydrolyses secondaires menées ici.

Ces expériences montrent que I’ajout d’acide est bien indispensable pour effectuer une
hydrolyse secondaire efficace. Cependant, la dégradation est trés importante aprés 60 min.
L’utilisation de telles conditions, si elles sont possibles, ne pourront se faire que pour des durées
plus courtes.
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Figure 49 : Concentrations en saccharides (gauche), acide acétique, acide formique, acide lévulinique,
HMF et furfural (droite) mesurées aprés hydrolyses secondaires a 160°C avec 0,5% d’acide sulfurique

1.1.5 Hydrolyses 120°C catalysées par acide sulfurique

L’utilisation d’acide a 160°C ne s’est pas révélée satisfaisante. Des essais ont ¢t¢ menés en se
rapprochant des conditions de référence. Dans 1’objectif de limiter 1’utilisation d’acide et la
diminution du pH, I’effet de la concentration en acide sulfurique a été évalué sur un hydrolysat
d’autohydrolyse a 120°C pendant 60 min. Des concentrations allant de 0 a 6% (w/w), 4% étant
la référence, ont été testées. Au regard des concentrations mesurées en hydrolysat, il s’avere
qu’utiliser plus de 1% d’acide sulfurique n’apporte pas de gain évident : la totalité des groupes
acetyles est libérée et les concentrations en saccharides ne progressent plus significativement
(Figure 50). De plus, dans ces conditions la dégradation des saccharides est infime. Les
concentrations en HMF, furfural et acide formique évoluent peu. Néanmoins, la présence
d’acide 1évulinique en faible quantité est détectée. Sa concentration est modeste mais augmente
avec la concentration en acide sulfurique. Cette observation corrobore les précédentes montrant
que des pH bas sont nécessaires a ’apparition de cet acide a partir de HMF. Cela signifie que
prolonger ce traitement de plus de 60 min ne peut étre que bénéfique pour compenser un
mangue d’acide, tant que la dépolymérisation n’est pas totale.

95



—&— Arabinose —— Galactose Glucose Acide acétique HMF

—*— Xylose Mannose Furfural —o— Acide formique
20 - —a— Acide lévulinique
18 - '[ 4,0
J16 - | l .35 -
= [ | s 11 I I
< 14 g A = 3,0 - i 1 L 1
5 - g
212 - = T
o 25 4
> ' L
° e
c 10 - 2
2 = 2,0 4
8 =
o S 15 -
g £l
(5] c
8 § 1.0 T T
© S ——e & —3
os T 1 _
0 & 0,0 l_./n—l/./_-
0% 2% 4% 6% 0% 2% 4% 6%
Concentration en acide sulfurique (w/w) Concentration en acide sulfurique (w/w)

Figure 50: Concentrations en saccharides (gauche), acide acétique, acide formique, HMF et furfural
(droite) mesurées aprés hydrolyses secondaires en fonction de la concentration en acide sulfurique, pour
un traitement & 120°C pendant 60 min

1.1.6  Bilan sur les essais préliminaires

Ces essais préliminaires ont permis de tirer quelques enseignements qui serviront a optimiser
I’hydrolyse secondaire.

Tout d’abord, il semblerait que les réactions de dégradations soient favorisées par des hautes
températures. L’énergie d’activation de ces réactions doit étre plus importante que celle des
réactions de dépolymérisation. Cette observation confirme une étude réalisée sur les réactions
de formation de xylose, furfural et autres sous-produits a partir de xylanes [180]. La réaction
de dégradation des pentoses en furfural semble étre plus facile que celle des hexoses en HMF.
De plus, I'utilisation d’acide pour catalyser la réaction de dépolymérisation est indispensable
pour obtenir de bons résultats. A faibles température, 1’ajout d’acide favorise la
dépolymérisation mais pas la dégradation des monosaccharides. Cela avait déja été observé,
toujours dans la méme étude [180]. La réaction transformant le HMF en acide lévulinique est
¢galement catalysée par 1’ajout d’acide.

Les sévérités des extractions, sous forme de facteur H, P ou de sévérité combinée, n’ont pas été
utilisées jusqu’ici méme si elles permettraient en théorie de comparer toutes les hydrolyses
ensembles. Elles ne s’avérent en effet pas adaptées aux hydrolyses secondaires. La Figure 51
montre les concentrations obtenues avec les hydrolyses sans ajout d’acide en fonction du facteur
H (un résultat identique serait obtenu avec le facteur P). Les points devraient quasiment se
superposer si l’utilisation du facteur H était pertinente. De méme, toutes les extractions
pourraient étre comparées entre elles avec la sévérité combinée, qui inclut le pH final de
I’extraction (Figure 52). Ici aussi, les points devraient se superposer, ce qui n’est pas le cas,
notamment pour les hydrolyses acides menées a 120°C et 160°C. La sévérité combinée n’est
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donc pas, elle non plus, pertinente. C’est pourquoi dorénavant ces séveérités ne seront pas
utilisées pour 1’étude des hydrolyses secondaires.

——120°C —@—160°C 190°C

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Facteur H

Concentration en C6 dans I'hydrolysat (g/L)
w

Figure 51 : Concentrations en hexoses obtenues en fonction du facteur H pour les hydrolyses secondaires
sans ajout d’acide
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Figure 52 : Concentrations en hexoses obtenues en fonction de la sévérité combinée pour ’ensemble des
hydrolyses effectuées
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1.2 Optimisation de I’hydrolyse secondaire

1.2.1  Plan d’expériences

Les expériences préliminaires ont permis de déterminer les plages optimales concernant la
durée, la température et la concentration en acide sulfurique. Les conditions retenues sont de
100—140°C, 30—90 min et 0,5—4% (w/w) d’acide sulfurique. Un plan d’expérience prenant
en compte les interactions entre les trois variables, constitué de neuf essais, a été realisé. Les
parametres des différents essais sont regroupés dans le Tableau 28.

N° essai % H2S04 (W/w) Durée (min) Température (°C)
1 0,5 30 100
2 4 30 100
3 0,5 90 100
4 4 90 100
5 0,5 30 140
6 4 30 140
7 0,5 90 140
8 4 90 140
9:;10et11 2,25 60 120

Tableau 28 : Matrice d’expériences pour I’optimisation de ’hydrolyse secondaire

Les concentrations en saccharides et inhibiteurs sont données par les Figure 53 et 54. Les essais
confirment les observations préalables. La sévérité augmente quand la durée, la température ou
la concentration en acide s’accroissent. Ainsi, une température de 100°C nécessite des temps
longs et de fortes concentrations en acides, comme 1’essai n°4. A contrario, les essais de
seulement 30 minutes ne permettent pas de libérer ’ensemble des groupes acétyles, la
concentration en acide acétique mesurée étant plus faible que pour les autres essais.

A 140°C, la durée ou la concentration en acide doivent étre restreintes pour limiter la
dégradation des saccharides. Ainsi, les essais 5 et 6, d’une durée de 30 min, permettent d’obtenir
d’excellentes concentrations en monomeres. Néanmoins, 1’essai 6, effectué avec une quantité
supérieure d’acide sulfurique, entraine 1’apparition importante de sous-produits. Les essais a
140°C plus séveres provoquent d’importantes augmentations d’inhibiteurs, notamment en
acides formique et lévulinique.

Les essais les plus concluants sont donc les n°4, 5 et I’essai au milieu 9, qui semblent offrir de
bons compromis. L’essai n® 5 a ’avantage de nécessiter moins d’acide et ainsi de limiter
I’utilisation de produits chimiques pour ajuster le pH de la fermentation dans un second temps.
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Figure 53 : Concentrations en saccharides, en hexoses et pH finaux pour les neufs essais. *moyenne des

essais 9, 10 et 11
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Figure 54 : Concentrations en acide acétique, HMF, furfural, acide formique et acide lévulinique pour les
neufs essais. *moyenne des essais 9, 10 et 11

L’objectif initial de ce plan d’expérience était de déterminer un modele donnant les
concentrations de chaque constituant en fonction de la température, de la durée et de la
concentration en acide sulfurique (ou du pH). Le nombre d’expériences permettait de prendre
en compte les interactions, mais pas les effets quadratiques. Malheureusement, les résultats
obtenus ne se sont pas révélés concluants, certainement du fait de la complexité des réactions
mises en jeu. De plus, les intervalles choisis étaient peut-étre trop étendus. Les essais obtenus
serviront donc de référence, tout en gardant a I’esprit que des parametres intermédiaires
pourraient donner de meilleurs résultats.

1.2.2  Comparaisons avec les essais précédents

Le traitement en deux étapes autohydrolyse/hydrolyse secondaire a été retenu car il pourrait
limiter la production d’espéces inhibitrices, par rapport a I’hydrolyse acide. Comme
précédemment, les concentrations en inhibiteurs ont été ramenées a des valeurs qui seraient
obtenues pour des hydrolysats contenant 100 g/L d’hexoses. Ainsi, les différents hydrolysats
peuvent étre comparés entre eux. Ces données sont résumées dans le Tableau 29. L’ensemble
des traitements secondaires prometteurs permettent de réduire drastiqguement les concentrations
en inhibiteurs, a I’exception de ’acide acétique, qui est inévitable, ne provenant pas de la
dégradation des sucres mais de la désacétylation des hémicelluloses. Les teneurs en HMF,
furfural, acide formique et acide lévulinique sont divisées par plus de 4 ; 2,3 ; 2,5 et 2,7
respectivement pour les essais n° 4, 5, 9 ainsi que pour la référence. L’essai n°6, qui n’a pas été
jugé prometteur car contenant plus d’inhibiteurs est encore loin des concentrations mesurées
dans I’hydrolysat acide, si ce n’est pour I’acide 1évulinique, dont la haute concentration est due
au pH tres bas du traitement.
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Acide Acide Acide

Hexoses HMF= Furfural* acétique*  formique*  lévulinique*
Hydrolyse acide 339+14 88+24 79+25 134+15 9,6+£0,1 25104
Essai n°4 20,3+£1.3 1,1+0,24 29+0,8 141+26 3,1+05 05+0,1
Essai n°5 236+15 22+05 3,3+0,9 125+21 2,7+04 0,6 +0,1
Essai n°6 23715 32+0,7 58+1,6 125+21 3,8+0,6 3,2+05
Essai n°9 241+16 1,3+£0,3 29+0,8 12,5+2,12 26+04 05+0,1
Référence 246+15 1,4+04 3,3+£0,9 131+£27 2,9 +0,5 09+01

Tableau 29 : Concentrations (g/L) en hexoses obtenues aprés chaque traitement et concentrations en
inhibiteurs *Concentrations ramenées a 100 g/L. d’hexoses

Une autre donnée importante a prendre en considération est la consommation d’acide
sulfurique. Le Tableau 30 donne ces consommations par rapport au bois de départ, dans les
conditions opératoires précédentes. Ainsi, les consommations sont toujours supérieures a celles
utilisées lors de I’hydrolyse acide. L’essai n° 5, qui est le plus économe en ne requérant qu’une
concentration de 0,5% (w/w) en solution, nécessite 30% d’acide en plus. Cependant, ces
consommations pourraient étre fortement réduites si I’hydrolyse secondaire était effectuée sur
un hydrolysat apres qu’il ait été concentré.

H>SO4 (g pour
100 g de bois)

Hydrolyse acide 1,0
Essai n°4 10,7
Essai n°5 1,3
Essai n°6 10,7
Essai n°9 5,9
Référence 10,7

Tableau 30 : Consommations en acide sulfurique nécessaires aux différents traitements, calculées en
considérant que 65% de I’hydrolysat est extrait des copeaux et subit I’hydrolyse secondaire

1.2.3  Application & un hydrolysat concentre

Des essais similaires ont ainsi été menés sur des hydrolysats d’autohydrolyses concentrés trois
fois par évaporation. Lors de ce traitement, une partie de 1’acide acétique et la totalité du furfural
ont été perdus dans les vapeurs. Des hydrolyses secondaires suivant les parametres des essais 5
et 9 du plan d’expérience (voir ci-dessus) ont été menées (Figure 55 et 56). Comparées aux
résultats de référence obtenus, les dépolymérisations n’étaient pas totales. Deux raisons peuvent
étre avancées. Tout d’abord, la quantité d’oligomeres a hydrolyser est plus conséquente.
Ensuite, raison plus importante, les composants des hydrolysats ont un effet tampon sur le pH.
Ainsi, pour une méme quantité d’acide ajoutée, le pH final de I’essai 5 concentré est de 1,6,
contre 1,1 lors de I’essai sur I’hydrolysat dilué. L hydrolyse est donc plus lente. Les essais ont
alors été prolongés de 30 min (5 bis et 9 bis), et 60 min (5 ter, qui correspond a I’essai 7 du plan
d’expériences). Pour les deux essais les plus longs, les concentrations en saccharides mesurées
étaient équivalentes a celles de la référence, qui correspondent également aux concentrations
attendues au regard des quantités d’eau évaporées. En ce qui concerne les produits de
dégradation, ils sont bien entendu plus élevés que lors des essais précédents, cependant les
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proportions entre ces produits et les saccharides sont sensiblement identiques, malgré les durées
de traitement plus longues.

m Arabinose m Galactose mGlucose ® Xylose ® Mannose

120 -
o
2100 -
g
2 80 -
S
2
c 60 -
()
S
B 40 -
|5
2 20 -
[«
o
O n
Essali Norme 5 5 bis 5(;<;r 9 9 bis
Température (°C) 120 140 140 140 120 120
Durée (min) 60 30 60 90 60 90
% H2SO04 (W/w) 4 0,5 0,5 0,5 2,25 2,25
pH final - 1,62 1,62 1,63 0,70 0,87
Hexoses (g/L) 65,8 38,4 43,0 60,5 64,2 68,8
Saccharides tot. (g/L) 88,7 62,9 65,9 82,4 88,2 92,5

Figure 55 : Concentrations en saccharides, en hexoses et pH final pour les essais a partir d’hydrolysats
concentrés
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Essai Norme 5 5 bis 5(%" 9 9 bis
Température (°C) 120 140 140 140 120 120
Durée (min) 60 30 60 90 60 90
% H2SO4 (W/w) 4 0,5 0,5 0,5 2,25 2,25

Figure 56 : Concentrations en acide acétique, HMF, furfural, acide formique et acide lévulinique pour les
essais a partir d’hydrolysats concentrés

Pour comparer ces résultats avec les précédents, les concentrations en inhibiteurs ont été
calculées pour des hydrolysats contenants 100 g/L. d’hexoses, comme précédemment (Tableau
31). De plus, les quantités de furfural et d’acide acétique perdues pendant la concentration de
I’hydrolysat par évaporation ont été ajoutées aux quantités mesurées apres les hydrolyses
secondaires. Cela permet d’évaluer I’impact des hydrolyses secondaires si un procédé de
concentration différent, ne conduisant pas a I’élimination de ces composés, était utilisé. Il
s’avere que les concentrations en inhibiteurs sont similaires, que le traitement soit appliqué
avant ou apres la concentration. En général, les concentrations en furfural semblent cependant
légérement plus faibles. La série d’essai n°5 produit d’avantage d’espéces inhibitrices que la
série d’essais 9, comme il avait déja été observé sur des hydrolysats non concentrés. Le fait de
prolonger les traitements 5 et 9 n’a pas d’effet négatif majeur sur les concentrations en
inhibiteurs

L’hydrolyse secondaire peut donc étre pratiquée sur un hydrolysat concentré. Cela a ’avantage
de réduire drastiquement les consommations en acide sulfurique, méme si le pH est finalement
plus élevé. Ainsi, le traitement n°5 ne nécessite que 0,45 g d’acide pour 100 g de bois, contre
2,0 g concernant I’essai n°9. Pour rappel, I’hydrolyse acide requiert 1 g pour 100 g de bois. Le
traitement n°5 devient donc plus « économe » que I’hydrolyse acide.
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Hexoses HMF* Furfural* AC,'O.le A(:|d_e A,‘C'd? .
acétiqgue*  formique*  lévulinique*
;'03{3;0'3’58 339+14 88+24 79+25 134+15 96+01 25+04
. Essains  236+15 22405 33+09 125+21 27+04 06+0,1
Essais non
concentrés Essai n°6 23,715 3,2+0,7 58+1,6 125+2,1 3,8+0,6 3,2+0,5
Essain®d 241+16 13+03 29+08 125+21 26+04 05+0,1
Norme 246+15 14+04 33+09 131+27 29405 09+0,1
Essain°s  384+25 19+04 03+01 157+27 44+07 n.d.z2
Eisssa' NS 429428 21405 06+02 158427 44+07 n.d.?
Essais tEeisa' S 605+39 22+05 12+03 136423 36+06 nd.?
CONCentrés  cocaincg 642442 12+02 05+02 121421 29405 n.d.?
Eisssa' N9 687445 15403 09+05 115+20 28+05 09+0,1
Norme 658+42 11+03 13+04 11,0+19 25+04 1,1+0,2
Essains  384+25 19+04 15+04 168+29 44+07 n.d.?
E.Ssa' NS 429428 21405 16405 167+29 44+07 n.d.2
Avec I’acide  P'S .
acétiqueetle ESSAIN'S  gh5 39 99,05 20406 143+25 36£06 nd.2
furfural ter
perdus lors de Essai n°9 64,2 +4,2 1,2+0,2 1,3+0,6 128+2,2 29+05 n.d.?
’évaporation® i o
Eisssa' N9 687445 15403 15404 121421 28+05 09+0,1
Norme 658+42 11+03 20+06 11,6+20 25+04 11+02

Tableau 31 : Concentrations (g/L) en hexoses et en inhibiteurs obtenues aprés chaque traitement, pour les
hydrolysats directs et les hydrolysats concentrés *Concentrations ramenées a 100 g/L d’hexoses ‘Les
quantités de furfural et d’acide acétique perdues lors de I’évaporation ont été ajoutées aux valeurs
mesurées 2Les concentrations en acide acétique sont trop élevées pour détecter de faibles concentrations
en acide lévulinique (cf. chapitre V, partie D.2)

2 Hydrolyse secondaire des
enzymatique

hydrolysats

par voie

L’hydrolyse enzymatique des hémicelluloses est encore hypothétique (cf. chapitre I, partie
B.3.4). Une enzyme ne peut catalyser I’hydrolyse que d’un type seul de liaison. Or, les
hémicelluloses contiennent un grand nombre de liaisons différentes, nécessitant donc un
nombre important d’enzymes. Néanmoins, une hydrolyse enzymatique efficace serait un
traitement idéal a la suite d’une autohydrolyse. Comparé a une hydrolyse acide, elle permettrait
d’éviter la dégradation des saccharides. De plus, certaines enzymes fonctionnent a un pH proche
du pH optimal des levures de fermentation, et évitent le chute de pH due a ’hydrolyse acide,
qui nécessite de consommer des produits chimiques pour le rehausser. D’autre part, dans le cas
d’une hydrolyse secondaire, 1’utilisation d’enzymes est plus aisée que lors d’une hydrolyse de
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biomasse solide : les hémicelluloses, solubilisées, sont facilement accessibles et la lignine, qui
inhibe I’action des enzymes, est présente en plus faible quantité.

Des essais ont été effectués sur un hydrolysat résultant d’une autohydrolyse. Il contient donc,
en plus des saccharides et de leurs produits de dégradation, de la lignine soluble ainsi que de la
lignine précipitée. Deux types d’enzymes commerciales ont été utilisés : Mannaway et
Celluclast. La solution de Mannaway ne contient qu’une seule enzyme, une mannanase, alors
que la Celluclast est composée de cellulases accompagnées d’autres enzymes produites par
Trichoderma reesei ATCC 26921, dont probablement des hémicellulases. Les plages de pH de
fonctionnement de ces deux enzymes sont tres différentes, rendant difficile leur utilisation
simultanée (pH idéal de 8 pour la mannanase et de 5,5 pour la Celluclast).

Ces deux types d’enzymes ont été utilisés séparément ainsi que successivement. Un essai a
également eté effectué avec les deux types simultanément, & un pH intermédiaire.

2.1 Comparaison de I’efficacité des deux types d’enzymes

Les deux types d’enzymes ont été utilisés sur un hydrolysat résultant d’une autohydrolyse,
tamponné au pH optimal pour chacune. Pour ces essais exploratoires, les quantités d’enzymes
utilisées, par rapport a la biomasse a hydrolyser, sont dix fois supérieures a celles
habituellement utilisées d’apres le fabriquant (cf. chapitre V, partie B.3.2) L’hydrolyse a été
effectuée durant 48h, avec des préléevements apres 4h et 24h.

Les concentrations en monomeres de chaque saccharide ont été mesurées dans les hydrolysats
(Figure 57). Les concentrations en xylose et glucose augmentent sous 1’action de la Celluclast.
Sa teneur en hémicellulases est donc confirmée, notamment sous la forme d’endo-1,4-f -
xylanases. Les xylanes présents dans I’hydrolysat utilisé sont en grande partie constituées de
chaines de xyloses, ’arabinose se retrouvant presque entierement sous forme monomere a la
fin de I’autohydrolyse (cf. chapitre Il, partie B.1 et Figure 58). Ainsi, seul ce type d’enzymes,
capable de cliver les liaisons entre unités de xylose, est nécessaire a la dépolymérisation des
xylanes. L’action de la Celluclast est relativement lente, puisque la concentration en glucose
augmente encore entre 24 et 48h, et ce malgré le surdosage en enzymes. De plus, la
dépolymérisation des xylanes n’est pas totale. Apres 48h, seuls 68 + 3,4% des xyloses sont
présents sous forme monomeére (Figure 58). Les autres saccharides ne voient pas leurs
concentrations en monomere augmenter sous 1’effet de la Celluclast.

La mannanase n’a qu’un effet limité. Seule la concentration en mannose augmente légérement
pendant les 24 premiéres heures. Néanmoins, la dépolymeérisation est tres faible, seuls 23 +
1,4% du mannose est présent sous forme monomere aprés 48h d’hydrolyse, pour 17 + 1,0%
initialement. Ce résultat n’est guére surprenant, I’utilisation d’une seule enzyme, donc la
rupture d’une seule liaison, peut difficilement aboutir a une dépolymérisation d’oligomeéres
résultant des GGM. Pas moins de cinq types d’enzymes sont nécessaires a leur
dépolymérisation totale, deux pour la chaine principale et trois pour les unités galactose et les
groupes acétyles [7]. Seuls quelgues mannoses placés en bout de chaine ont pu étre hydrolysés
et libérés grace a la mannanase. Il est également vraisemblable que la mannanase ait contribué
a diminuer fortement le DP des oligomeéres, sans toutefois obtenir de monomeres.
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Figure 57 : Concentrations en monosaccharides lors des hydrolyses enzymatiques effectuées avec la
Celluclast (gauche) et la mannanase (droite)
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Figure 58 : Taux de monomeres pour chaque saccharide lors des hydrolyses enzymatiques effectuées avec
la Celluclast (gauche) et la mannanase (droite)
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Le taux de monomeres obtenu apres ces hydrolyses enzymatiques reste relativement faible.
Cela ne signifie cependant pas que les enzymes sont totalement inefficaces. Il est possible que
les masses molaires des oligomeéres soient fortement diminuées sans toutefois aboutir a une
dépolymérisation totale, certaines enzymes indispensables étant manquantes. Cela a déja été
observé [91]. Seules quelques configurations particuliéres d’oligomeéres ont pu aboutir a la
libération de monomeéres.

2.2 Utilisation des enzymes en série

La mannanase et la Celluclast ont ét¢ utilisées en série sur 1’autohydrolysat. Une premicre
enzyme était appliquée 24 heures, puis ’enzyme suivante était ajoutée également pour 24h,
aprés correction du pH. Deux séquences ont été effectuees : Celluclast puis mannanase et
inversement. Afin de pouvoir modifier les pH, les solutions n’étaient pas tamponnées
contrairement aux précédents essais. Néanmoins, il a été observé pendant ces essais que le
tamponnage ou non de I’hydrolysat n’a pas d’effet véritablement significatif.

Les concentrations en monosaccharides des deux séquences sont données sur la Figure 59 et les
taux de monomeéres sur la Figure 60. Comme vu précédemment, la mannanase permet d’obtenir
un peu plus de mannose sous forme monomere, mais n’avait pas d’action aprés 24h. L’ajout de
Celluclast apres 24 heures a un effet bénéfique. Comme lors de son utilisation seule, elle permet
de libérer du xylose et du mannose. Cependant le taux de monomere obtenu pour le xylose est
bien supérieur : 87 = 5%, contre seulement 69 + 4% aprés 48 heures d’hydrolyse avec la
Celluclast seule. De plus, la concentration en mannose augmente également alors que la
Celluclast seule ¢était incapable d’en produire. Le taux de monomeére atteint ainsi 35 + 2,1%,
alors qu’il n’était que de 23 + 1,4% dans le meilleur des cas jusqu’ici (mannanase aprés 48h).
L’action successive des deux enzymes est donc avantageuse. La mannanase produit certes peu
de monomeres, mais elle optimise le substrat pour la Celluclast, en réduisant le degré de
polymérisation des oligomeres. L’action de la Celluclast est alors améliorée, dépolymérisant
presque enticrement les xylanes résiduels, ainsi qu’une partie du mannose. La Celluclast
contient donc une mannanase, différente de la mannanase composant la Mannaway. Les
concentrations obtenues en hexoses restent toutefois modestes, la dépolymérisation est loin
d’étre totale.

L’effet obtenu avec les deux enzymes est beaucoup moins marqué quand I’ordre de la séquence
est inversé. Apres I’action de la Celluclast, 1’efficacité de la mannanase n’augmente pas. La
concentration finale en mannose ou son taux de monomere, est identique a celui obtenu lors de
I’utilisation de la mannanase seule.
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Figure 59 : Concentrations en monosaccharides lors des hydrolyses enzymatiques effectuées selon la
séguence mannanase-Celluclast (gauche) et la Celluclast-mannanase (droite)
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Figure 60 : Taux de monomeres pour chaque saccharide monosaccharides lors des hydrolyses effectuées
selon la séquence mannanase-Celluclast (gauche) et la Celluclast-mannanase (droite)
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2.3 Utilisation des deux enzymes simultanément

Un dernier essai a été réalisé avec les deux enzymes présentes simultanément dans 1’hydrolysat.
Celui-ci a été tamponné a un pH de 6,5, pH situé entre les deux plages de fonctionnement
optimales des enzymes. L’hydrolyse a été effectuée pendant 72 heures. Néanmoins, les
concentrations en monosaccharides mesurées (Figure 61) montrent que ce mélange donne de
moins bons résultats pour le xylose et le glucose que la Celluclast utilisée seule a son pH de
prédilection. Quant au mannose, sa dépolymérisation est similaire a celle obtenue avec la
mannanase seule.

La différence de plage de fonctionnement des enzymes constitue un obstacle a leur utilisation
simultanée.
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Figure 61 : Concentrations en monosaccharides (gauche) et taux de monoméres (droite) de I’hydrolyse
enzymatique effectuée avec les deux types d’enzymes simultanément

3 Conclusion sur les hydrolyses secondaires

L’optimisation des hydrolyses secondaires a donc permis de développer un procédé en deux
étapes qui s’avere trés intéressant comparé a 1’hydrolyse acide. De plus, pour rappel,
I’autohydrolyse induit moins de dégradation de la cellulose qu’une hydrolyse acide, son
inconvénient étant une extraction légerement plus faible de saccharides.

L’hydrolyse secondaire en milieu acide optimisée permet de fortement limiter la dégradation
des saccharides, limitant grandement la présence d’espéces inhibitrices dans le milieu de
fermentation. L’hydrolyse secondaire par voie enzymatique n’a pas eu des résultats aussi
probants. L’application de ces deux enzymes successivement, la mannanase puis la Celluclast,
a certes quasiment permis d’achever la dépolymérisation des xylanes et d’augmenter les
concentrations en monomeres de glucose et mannose. Néanmoins il reste une grande quantité
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d’oligomeres dans 1’hydrolysat, qui nécessite d’autres hémicellulases pour étre totalement
dépolymérisée. Ces essais ont cependant permis de démontrer que 1’hydrolyse secondaire
enzymatique semble possible, malgré la présence de dérivés de lignine.

D. Etude des possibilités d’augmenter la
concentration en saccharides de I’hydrolysat

Les résultats précédents ont aboutis a des hydrolysats dont les teneurs en saccharides sont
relativement faibles, les hydrolyses étant réalisées en ajoutant de 1’eau au bois, ce qui permet
néanmoins de récupérer par égouttage environ 65% des sucres solubilisés lorsque le ratio L/B
est de 4. La concentration en saccharides peut étre un paramétre crucial pour la rentabilité du
projet (cf. chapitre I partie C.2.6). Afin de I’augmenter, une évaporation flash (ou évaporation
par détente) peut étre effectuée [78]. Ce procédé, s’il n’est pas suffisant, peut étre suivi par une
évaporation plus poussée [71]. Ce dernier procédé a été appliqué sur des hydrolysats
d’autohydrolyses. Un autre moyen d’augmenter la concentration en sucres est de modifier le
procédé d’autohydrolyse en diminuant le ratio L/B et ou en recyclant ’hydrolysat.

1 Effet de I’évaporation flash

Une évaporation flash est tres efficace et sans réel codt énergétique. Elle peut étre réalisée apres
une extraction a haute tempeérature, comme les hydrolyses acides ou autohydrolyses par
exemple. En ramenant 1’hydrolysat a pression atmosphérique, donc a 100°C, dans un réservoir
appelé flash tank, 1’énergie gagnée permet d’en vaporiser une partie. Ce procédé est utilisé dans
les usines kraft sur la liqueur noire a la fin de I’extraction. L’objectif n’est alors pas tant de
concentrer la liqueur noire que de produire de la vapeur. Une rapide étude thermodynamique
permet d’évaluer le potentiel de ce procédé. A la fin de D’extraction des hémicelluloses,
I’hydrolysat est considéré comme étant entiérement sous forme liquide & 170°C. C’est
notamment le cas si le ratio L/B est de 4. De plus, étant en grande majorité composé d’eau, il
est considéré que les données thermodynamiques relatives a 1’eau peuvent s’appliquer a
I’hydrolysat.

Quand I’hydrolysat passe brutalement de 170°C a 100°C, I’enthalpie gagnée permet d’en
évaporer une partie. D’apreés les données thermodynamiques (Tableau 32), I’enthalpie dégagée
en refroidissant ainsi 1 kg d’eau est de 300 kJ. Convertie en enthalpie de changement d’état,
cela permet d’évaporer 132 g d’eau. En évaporant ainsi 13% d’hydrolysat, celui-ci est concentré
d’un facteur 1,15. L’efficacité est donc modérée, ce qui explique que ce procédé est utilisé pour
récupérer de la vapeur mais pas réellement pour concentrer. Néanmoins, cette augmentation en
concentration est « gratuite ». De plus, cette évaporation permet d’éliminer une partie des
inhibiteurs, notamment les acides acétique, formique ainsi que le furfural (cf. chapitre | partie
C.2.3).
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Enthalpie de

. o Enthalpie phase Enthalpie phase '
Température (°C) gazeuse (kJ/kg) liquide (ki/kg) changement d'état
(kJ/kg)
160 2675,6 419,17 2256,43
170 2767,9 719,08 2048,82

Tableau 32 : Données thermodynamiques de I’eau a 160 et 170°C (d’aprés [181])

2 Effet de I’évaporation

Une évaporation plus poussée que 1’évaporation flash peut étre effectuée en complément. Un
tel procédeé a été appliqué sur un hydrolysat résultant d’une autohydrolyse pour le concentrer 3
et 10 fois a 70°C et une pression de 35 kPa. L hydrolysat concentré trois fois a eté utilisé ensuite
pour les essais d’hydrolyses secondaires sur un hydrolysat concentré (cf. partie C.1.2.3 de ce
chapitre).

Deux phases sont obtenues lors de 1’évaporation : 1’hydrolysat concentré et le distillat. Les
compositions de ces deux phases sont données sur la Figure 62 pour I’hydrolysat concentré trois
fois, et sur la Figure 63 pour I’hydrolysat concentré dix fois. Dans la majeure partie des cas, les
saccharides sont conservés dans I’hydrolysat méme si une légére perte semble étre observée
concernant le xylose. Aucune dégradation ne devrait pourtant avoir lieu a cette température.
L’acide acétique, I’acide formique, le furfural et méme le HMF sont susceptibles de se retrouver
dans les vapeurs. Lors des deux concentrations, le furfural est entierement éliminé. Concernant
les autres inhibiteurs, 1’évaporation doit vraiment étre poussée pour extraire des quantités
importantes. Seulement 39 + 4% de 1’acide acétique part dans les vapeurs en concentrant trois
fois. Ce chiffre passe a 66% + 7% en concentrant dix fois. Le méme comportement est observé
en ce qui concerne I’acide formique, dont la perte ne représente que 22 + 3% en concentrant
trois fois, mais est totale lorsque I’on concentre 10 fois. Pour finir, le HMF éliminé passe de 23
+3%a73+8%.

Pour conclure, I’évaporation est un procédé simple qui permet de concentrer les saccharides en
évitant d’en perdre, mais également d’éliminer en partie ou totalement I’acide acétique, 1’acide
formique, le furfural et le HMF dans les vapeurs. Ces composés pourraient étre purifiés, par
distillation par exemple, et étre vendus par la bioraffinerie. Pour en extraire une partie
conséquente, il est toutefois indispensable de fortement concentrer 1’hydrolysat.
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Figure 62 : Compositions des deux phases aprés avoir concentré trois fois un hydrolysat résultant d’une
d’autohydrolyse
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Figure 63 : Compositions des deux phases aprés avoir concentré dix fois un hydrolysat résultant d’une
autohydrolyse

3 Effet du ratio Liqueur sur bois

Diminuer le ratio L/B, soit la proportion de liqueur ajoutée par rapport au bois, devrait permettre
de concentrer I’hydrolysat en saccharides pendant la phase d’extraction. Afin d’évaluer
I’impact de la diminution du ratio L/B (entre 4 et 2), des essais ont été effectués lors d’une
autohydrolyse. Les autres parametres utilisés sont les mémes que ceux de 1’autohydrolyse 170
utilisée dans la partie B.1 de ce chapitre (température : 170°C, durée de montée en température :
30 min, durée a température : 65 min, durée de descente en température : 10 min).
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3.1 Composition des hydrolysats

Les concentrations en saccharides, acide acétique, HMF, furfural et acide formique sont
données sur la Figure 64. Les concentrations en saccharides, acide acétique et acide formique
évoluent proportionnellement au ratio L/B. Ainsi, quand le ratio L/B est réduit de 4 a 2, la
concentration en hexoses est multipliée par deux, passant de 22,9 + 1,4 a 45,3 £ 2,9 g/L, celle
en pentoses de 7,2 £ 0,7 g/L a 14,3 £ 1 ,5 g/L, celle en acide acétique de 1,05 £ 0,1 g/L a 2,15
+ 0,1 g/L et celle d’acide formique de 0,51 + 0,3 g/L a 1,0 + 0,1 g/L. Une telle proportion peut
ne pas étre observée quand le ratio L/B devient tres faible, a partir de 1,3 a 1,6. Cette valeur
seuil dépend en outre de la taille des copeaux (ou particules) utilisée [55].

Concernant les furanes, le comportement est légérement différent. La concentration en furfural
semble augmenter entre des ratios L/B de 4 a 3, puis étre stable pour des ratios L/B situés entre
3 et 2. La concentration en HMF passe de 0,16 + 0,03 a 0,51 = 0,10 g/L quand le ratio L/B est
réduit de 4 a 2. Cela doit s’expliquer par les faibles concentrations mesurées pour ces especes.
Ces observations sont identiques aprées avoir effectué une hydrolyse secondaire (Figure 65).
Diminuer le ratio L/B permet donc d’augmenter les concentrations en saccharides, sans
toutefois accentuer I’extraction des hémicelluloses, ni leur dégradation.

—o— arabinose —— galactose glucose —@— Acide acetique HMF
se—xylose mannose Furfural —&— Acide formique
30 -

25

15 -

Concentration en hydrolysat (g/L)
Concentration en hydrolysat (g/L)

2 25 3 3,5 4 2 25 3 3,5 4
Ratio L/B Ratio L/B

Figure 64 : Concentration en saccharides (monoméres et oligoméres cumulés, a gauche) et inhibiteurs (a
droite) mesurées dans des hydrolysats résultants d’autohydrolyses effectuées selon différents ratio L/B
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Acide acétique HMF
Furfural —o— Acide formique
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Figure 65 : Concentration en inhibiteurs mesurées apreés une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse
secondaire (4% d’H2SO4 & 120°C pendant 60 min) effectuées selon différents ratio L/B

3.2 Saccharides effectivement disponibles a la fermentation

La quantité de saccharides extraite est identique quel que soit le ratio L/B. Néanmoins, la
quantité disponible a la fermentation, en g pour 100 g de bois, décroit quand le ratio L/B
diminue. En effet, apres la simple filtration appliquée a la fin de 1’autohydrolyse, I’humidité
des copeaux est de 65 + 2%, ce qui signifie que pour 100 g de copeaux en début de procédé,
135 mL d’hydrolysat restent piégés dans les copeaux. En admettant que la composition de
I’hydrolysat restant dans les copeaux est la méme que celle de 1‘hydrolysat récupéré, les
quantités d’hexoses et pentoses effectivement extraites chutent de plus de moitié (Figure 66).
Dans ce cas les productions potentielles en éthanol, pour 100 g de bois, seraient d’environ 2,3 g,
2,19,1,8qget1,0qgpourdesratios L/B de 4, 3, 2 et 2,5 respectivement.

Ces productions pourraient étre améliorées en optimisant la quantité d”hydrolysat récupérée, en
appliquant d’autres procédés qu’une simple filtration.

La diminution du ratio L/B permet donc bien de concentrer les hydrolysats mais les saccharides
extraits et disponibles pour la fermentation diminuent, ce qui pourrait remettre en cause la
rentabilité du procédé
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Figure 66 : Pentoses et hexoses extraits au total (barres pleines) et effectivement obtenus dans la liqueur
récupérée (barres hachurées), selon le ratio L/B

4 Recyclage des hydrolysats

Le recyclage des hydrolysats, en mode discontinu, est un procédé qui consiste a utiliser un
hydrolysat résultant d’une autohydrolyse comme liqueur pour effectuer une nouvelle hydrolyse
dans I’objectif d’enrichir ’hydrolysat en sucres. Le procédé peut étre répété autant de fois que
voulu (Figure 67).

Eau

Bois LU NI VAN Il —> Copeaux hydrolysés
Hydrolysat

Bois Hydrolyse n°2 Copeaux hydrolysés
Hydrolysat

A4

Bois Hydrolyse n°3 —> Copeaux hydrolysés
Hydrolysat
>, Hydrolyse secondaire

Figure 67 : Schéma du recyclage d’un hydrolysat (une autohydrolyse suivie de deux recyclages)
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4.1 Recyclage des hydrolysats en utilisant un ratio L/B de 4

Le procédé de recyclage a été appliqué deux fois (une autohydrolyse suivie de deux recyclages)
aun ratio L/B de 4. Les conditions d’hydrolyses sont celles de I’autohydrolyse 170 utilisée lors
de la partie B.1 de ce chapitre (température : 170°C, durée de montée en température : 30 min,
durée a température : 65 min, durée de descente en température : 10 min).

La composition des hydrolysats obtenus au fur et a mesure des recyclages est donnée sur la
Figure 68. Comme attendu, le recyclage permet bien de concentrer les hydrolysats en
saccharides. Néanmoins, les gains en hexoses sont relativement faibles et ceux en pentoses peu
significatifs. En faisant I’hypothése que la quantité de saccharides extraite est identique pendant
I’autohydrolyse et les recyclages, 17,6 g/l de pentoses et 59,2 g/ d’hexoses devraient étre
obtenus apres les deux recyclages. Or ces concentrations ne sont que de 9,5+ 0,6 g/L et 45,5 +
1,8 g/L. Une dégradation plus importante est en effet observée, traduite par une augmentation
consequente des teneurs en HMF et furfural. Ce comportement avait déja été observé lors de
rares essais de ce type [53]. Cette constatation est plus visible sur la Figure 69, qui montre que
la proportion en inhibiteurs augmente par rapport a la teneur en hexoses. Pour 100 g d’hexoses,
les concentrations en HMF et furfural augmentent fortement quand un hydrolysat est recyclé.
Cette sur-dégradation n’est pas due a un changement de conditions d’extraction, le pH de la
liqueur, notamment, reste identique malgré les recyclages et I’augmentation des concentrations
en acides. Ceci explique également que la quantité de matiére extraite est également stable :
25% de maticre seche est extraite du bois a chaque hydrolyse. L’augmentation des
concentrations en HMF et furfural provient en fait principalement de la dégradation des
monomeres solubilisés présents en début de recyclage dans la liqueur. Ce constat est appuyé
par I’accroissement des taux de monomeéres au cours des recyclages (Figure 70). Chaque liqueur
contient une plus grande quantit¢é de monomeéres susceptibles d’étre dégradés en début
d’extraction.

= Autohydrolyse ®Recylage 1 = Recyclage 2 = Autohydrolyse m Recyclage 1 = Recyclage 2
35 45 -
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arabinose galactose glucose  xylose  mannose Ac. Acet Ac. Form HMF  Furfural

Figure 68 : Concentrations en saccharides (monomeres et oligoméres cumulés, figure de gauche), acide
acétique, acide formique, HMF et furfural (figure de droite) mesurées au cours des recyclages effectués a
un ratio L/B de 4
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Figure 69 : Teneurs en acide acétique, acide formique, HMF et furfural dans les hydrolysats en grammes
pour 100 g d’hexoses
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Figure 70 : Evolution des taux de monomeres pour chaque saccharide au fur et a mesure des recyclages

4.2 Optimisation pour atteindre 60 g/L. d’hexoses

Suite aux essais précédents, un petit modéle a été mis au point, permettant de déterminer le ratio
L/B et/ou le nombre de recyclages a effectuer pour atteindre une concentration cible en hexoses
(Equations 18 et 19).

Equation 18
Ci = (Cj—1 + Co X fgitution) X (1 — faegradation)

Avec Ci : concentration en C6 au i®™ recyclage ; Co : concentration en C6 aprés la premiére
autohydrolyse ; fdasgradation : facteur empirique définissant le pourcentage d’hexoses dégradés ; failution :
facteur de dilution de la liqueur avec I’eau contenue dans les copeaux
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Equation 19

L 1
b B G D
dilution — L

B
L/B : ratio L/B ; S : siccité des copeaux

Ce modéle a été utilisé pour déterminer le ratio L/B nécessaire pour obtenir 60 g/L d’hexoses
aprés un seul recyclage, afin de limiter la dégradation. Le facteur de dégradation (faegradation)
utilisé a été fixé a 15%, d’apreés les essais précédents. Un ratio L/B d’environ 2 doit alors étre
utilisé.

Une autohydrolyse suivie d’un unique recyclage a des ratios L/B de 2 ont donc été effectués.
La concentration finale en hexose atteint 60,1 + 5,6 g/L, ce qui valide le modeéle (Figure 71).
De plus, cet essai conduit aux mémes conclusions que précédemment. La concentration en
hexoses augmente alors que les teneurs en pentoses stagnent, leur extraction étant
majoritairement compensee par leur dégradation. De méme, les taux de monomeres (Figure72)
et les quantités de HMF et de furfural augmentent apres le recyclage (Figure 73). La quantité
de HMF et furfural pour 100 g d’hexoses est cependant beaucoup plus faible apres un recyclage
aun ratio L/B de 2 qu’apres deux recyclages a un ratio L/B de 4. Ainsi, ces chiffres sont de 1,7
+ 0,4 et 2,5 £ 0,4 g pour 100 g d’hexoses pour le HMF et le furfural dans le premier cas, et de
43+0,2et5,1+0,4 gpour 100 g d’hexoses dans le second.
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Figure 71 : Concentrations en saccharides (monomeres et oligoméres cumulés, figure de gauche), acide
acetique, acide formique, HMF et furfural (figure de droite) mesurées au cours de I’autohydrolyse et du
recyclage effectués a un ratio L/B=2
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Figure 72 : Evolution des taux de monomeres pour chaque saccharide au cours de I’autohydrolyse et du
recyclage effectués a un ratio L/B=2
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Figure 73 : Teneurs en acide acétique, acide formique, HMF et furfural dans les hydrolysats en grammes
pour 100 g d’hexoses

Le recyclage permet d’augmenter drastiquement les concentrations des hydrolysats en
saccharides, ainsi qu’en inhibiteurs. Cependant il ne peut pas étre directement transpos¢ a une
production industrielle. En effet, lors de ces essais, I’hydrolysat d’une extraction compose la
totalité de la liqueur ajoutée pour 1’extraction suivante. Or, une extraction de 100 g de bois
nécessite toujours plus de liqueur qu’elle ne donne d’hydrolysat. A une siccité de copeaux de
55%, I’extraction requiert I’ajout de 318 mL de liqueur, et donne 260 mL d’hydrolysat. Pour
mettre au point un procédé viable, il faudrait compenser le manque de liqueur par de 1’eau, ce
qui fait ’objet de la partie suivante.

4.3 Recyclage a quantité de bois constante

Ces essais ont été réalisés a un ratio L/B de 4, toujours avec les mémes parametres d’hydrolyse.
Concernant le recyclage, pour 100 g de copeaux extraits, la liqueur était donc composée des
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260 mL d’hydrolysat obtenues de la précédente autohydrolyse et de 58 mL d’eau, les 82 mL
restants constituant I’eau entrant dans la composition des copeaux.

Les concentrations en saccharides obtenues diminuent logiquement par rapport a 1’essai
précédent. La concentration finale en hexoses, qui était de 36,1 + 3,7 g/L sans dilution, passe a
31,7 £ 3,2 g/L (Figure 74).
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Figure 74 : Concentrations en saccharides (monomeres et oligoméres cumulés), mesurées apres une
autohydrolyse, apres un recyclage sans dilution de la liqueur (recyclage 1), et avec un recyclage avec
dilution

Comme précédemment, un modéle a été mis au point pour déterminer les concentrations en
hexoses atteintes en fonction du ratio L/B et du nombre de recyclage. L’équation de base reste
la méme (Equation 18), seul le facteur de dilution change.

Equation 20

L 1
g~ (G~ Dxn
failution = 3

B

St : siccité des copeaux a la fin de I’extraction (35%) ; n : rendement d’extraction (g de copeaux obtenus
pour 100 g de copeaux initial) ; L/B : ratio L/B

Ce modele permet d’anticiper les résultats des recyclages. Ces calculs démontrent notamment
qu’utiliser un faible ratio L/B est d’autant plus contraignant. La dilution de la liqueur a effectuer
avant chaque hydrolyse pour traiter une méme quantité de bois s’accroit quand le ratio L/B
décroit. 1l est inévitable de la diluer par 2 avec un ratio L/B de 2, pour seulement une dilution
par 1,7 avec un ratio L/B de 4. La Figure 75 montre ainsi que les deux courbes « avec dilution »
convergent, le gain en concentration dd au ratio L/B diminue donc au fur et a mesure des
recyclages. A contrario, les courbes « sans dilution », divergent.
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Figure 75 : Concentrations théoriques obtenues au cours des recyclages, selon le ratio L/B, avec (bleu) ou
sans (rouge) dilution de la liqueur avant I‘extraction

Pour conclure sur ce procédé, le recyclage d’un hydrolysat permet bien de le concentrer en
hexoses. Cependant, les concentrations en HMF et furfural augmentent plus rapidement que les
concentrations en hexoses, du fait de la dégradation des mono et oligosaccharides solubilisés
durant les extractions précédentes. Associer le recyclage a un ratio L/B plus bas pourrait paraitre
une bonne idée car cela limite le nombre de boucles de recyclage, et donc la dégradation des
saccharides. Néanmoins, le gain obtenu est limité par I’indispensable dilution de la liqueur ainsi
que par la quantité plus faible de saccharides extraite et disponible pour la fermentation.

Dans cette partie, le recyclage a été effectué¢ en procédé discontinu, 1’équivalent en mode
continu consisterait en un recyclage d’une partie de I’hydrolysat vers le réacteur d’extraction
(Figure 76, voir aussi [172]). Dans ce cas, le parametre permettant de réguler la concentration
en saccharides n’est plus le nombre de recyclages mais le débit d’hydrolysat renvoyé en début
d’extraction.

Copeaux hydrolysés

Copeaux

Réacteur d’extraction Filtration ————> Hydrolysat

{

Figure 76 : Procédé de recyclage en mode continu

Eau

Recyclage
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5 Conclusion

Pour conclure sur cette partie, 1’augmentation de la concentration en saccharides peut étre
effectuée pendant 1’extraction, en diminuant le ratio L/B et en recyclant 1’hydrolysat dans la
liqueur d’extraction. Ces procédés ont cependant chacun un inconvénient. Diminuer le ratio
L/B réduit la quantité de saccharides effectivement extraite des copeaux, alors que le recyclage
entraine une dégradation des saccharides présents dans la liqueur recyclée. Aprés 1’extraction,
I’hydrolysat peut €tre concentré par évaporation, que ce soit une évaporation flash en sortie
d’extraction, ou une évaporation plus poussée. Cela permet en outre d’extraire une partie des
inhibiteurs a la fermentation, méme si I’hydrolysat obtenu en contiendra globalement plus en
terme de concentration. D’autres procédés alternatifs existent, comme la nanofiltration. La
membrane permet alors de retenir les hémicelluloses, surtout les oligomeres, et de laisser passer
les molécules d’eau, permettant de concentrer 1’hydrolysat [39], [71].

E. Résumé du chapitre

Différents types de traitement du bois pour en extraire les hémicelluloses ont été comparés. Les
traitements alcalins permettent de préserver les fibres et la cellulose. Cependant, ils ne sont pas
efficaces au regard des quantités de saccharides extraites. L hydrolyse acide a permis d’obtenir
une concentration en hexoses de 33,9 g/L, en extrayant 86% des GGM, dont 89% sous forme
monomere. Cela permettrait de produire environ 3,6 g d’éthanol pour 100 g de bois. Cependant,
le traitement acide est relativement sévére et entraine une dégradation non négligeable des
saccharides et de la cellulose. Un traitement en deux étapes autohydrolyse-hydrolyse acide a
été optimisé pour réduire ces deux inconvénients. Alors que I’utilisation d’enzymes ne s’est pas
révélée tres efficaces sur les hexoses, I’hydrolyse secondaire catalysée par de 1’acide sulfurique
a température modérée favorise la dépolymérisation des oligomeres tout en réduisant
drastiquement la dégradation des saccharides. La quantit¢ d’hexoses obtenue est néanmoins
plus faible comparée a I’hydrolyse acide, avec une concentration de 23,0 g/L et une extraction
de 55 a 58% des GGM présents initialement dans le bois. Par ailleurs, dans le cas de
I’autohydrolyse comme dans le cas de I’hydrolyse acide, seuls environ 65% de la matiere
extraire est réellement récupérée si un simple égouttage est effectu¢ pour séparer I’hydrolysat
des copeaux. Cela représenterait une production en éthanol de 1’ordre de 2,5 g pour 100 g de
bois. La récupération d’une plus grande quantité de saccharides pourrait permettre d’augmenter
considérablement la production d’éthanol. Par ailleurs, trois procédés ont été étudiés pour
augmenter la teneur en saccharides des hydrolysats : I’évaporation, diminuer le ratio L/B et
recycler I’hydrolysat en le réutilisant lors de plusieurs hydrolyses. En déterminant le bon
compromis entre ces procédés, il devrait étre possible d’atteindre une concentration suffisante
en saccharides tout en limitant les effets négatifs. 1l reste maintenant a évaluer la possibilité de
fermenter ces hydrolysats, notamment aprés leur concentration
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Chapitre 111 : Fermentations

L’objectif de ce chapitre est d’étudier la possibilité de fermenter des hydrolysats obtenus apres
une hydrolyse acide ou une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire. Cela représente
donc différentes concentrations en sucres et inhibiteurs. L’effet de chaque type d’inhibiteur sera
ensuite étudié. Dans une troisiéme partie, 1’adaptation de différentes souches de S. cerevisiae
sera examinee.

A. Fermentations directes d’hydrolysats

Différents hydrolysats ont été fermentés directement aprés leur production. Pour ces
fermentations, une souche sauvage de la levure Saccharomyces cerevisiae a été choisie pour
ses indéniables qualités (cf. chapitre | partie C.2.1). Ces essais permettront d’évaluer les limites
de cet organisme. Les seules modifications apportées aux hydrolysats sont I’ajout d’une source
de nutriments (azote) et une correction du pH a 4,5. Une souche de levure S. cerevisiae, fournie
par Sigma Aldrich, a été utilisée a une concentration de 10 g/L.

Les hydrolysats fermentés sont :

e Un autohydrolysat ayant subie une hydrolyse secondaire

e Trois hydrolysats d’hydrolyse acide effectuées avec 1% d’acide sulfurique par rapport
au bois (il s’agit d’'un méme hydrolysat dilué selon trois facteurs de dilution différents,
voir les concentrations initiales dans le Tableau 33)

e Un hydrolysat d’hydrolyse acide effectuée avec 3% d’acide sulfurique par rapport au
bois

e Un autohydrolysat concentré, puis ayant subi une hydrolyse secondaire

e Un hydrolysat concentré obtenu apres une hydrolyse acide effectuée avec 1% d’acide
sulfurique par rapport au bois

L’hydrolyse acide 3% a été effectuée dans le seul but de produire volontairement des
inhibiteurs. Elle a été menée dans les mémes conditions que I’hydrolyse acide 1% déja étudiée
(cf. chapitre Il partie B.1). Il est du reste vraisemblable que des inhibiteurs autres que ceux
mesurés y soient présents, comme des composés phénoliques.

Les étapes de concentration des hydrolysats ont été réalisées par évaporation de I’eau sous vide
(cf. chapitre Il partie D.2). Cette évaporation a entrainé la perte, dans les vapeurs, d’une partie
de I’acide acétique et de la majorité du furfural. Les concentrations initiales des hydrolysats
sont données dans les Tableaux 33 et 34. Les différentes fermentations sont notamment
intéressantes par leurs différentes teneurs en inhibiteurs de fermentation.
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Autohydrolyse +  Hydrolyse acide  Hydrolyse acide  Hydrolyse acide  Hydrolyse acide
2" hydrolyse 1% (1) 1% (2) 19%(3) 3%
Arabinose 1,89+0,10 0,95 +0,09 2,31+£0,22 1,60+0,15 1,13+0,11
Galactose 2,32+0,12 192+0,28 3,24+0,48 3,85+0,57 152+0,22
Glucose 7,67+0,38 3,40+0,58 5,01+0,85 7,24 +1,22 8,69 + 1,47
Xylose 3,87+0,19 2,63+0,19 516 £0,37 6,73 +£0,48 1,06 £ 0,07
Mannose 9,38+ 0,47 5,35+ 0,65 9,05+ 1,09 11,46+ 1,38 2,57+0,31
Somme hexoses 19,36 + 0,97 10,66 + 1,50 17,30+ 2,42 22,55+ 3,17 12,78 £ 2,00
Acide aceétique 1,35+0,07 1,49+0,1 2,15+0,14 3,05+0,21 3,17+0,21
HMF 0,10 £ 0,04 1,00+0,23 1,33+0,31 1,88 £ 0,44 4,43+1,03
Furfural 0,26 £ 0,02 0,81+£0,23 0,69+0,19 1,10+0,31 2,38 £ 0,67
Acide formique 0,70+ 0,03 1,08 +£ 0,07 1,77+0,11 2,31+0,14 199+0,12
Acide lévulinique 0,38 £ 0,02 0,25+0,03 0,41+0,04 0,54 +£0,05 1,58 +£0,16

Tableau 33 : Concentrations initiales (g/L) en saccharides et espéces inhibitrices dans les hydrolysats

Autohydrolyse Hydrolyse acide
concentrée concentrée (1%)
Arabinose 6,26 + 0,60 5,90 + 0,57
Galactose 7,80+ 1,15 9,06 +1,34
Glucose 11,00 + 1,86 18,28 + 3,09
Xylose 9,98 +0,71 13,25+ 0,94
Mannose 28,91 £ 3,49 38,48 £ 4,64
Somme hexoses 47,71 £ 6,50 65,82 + 9,07
Acide acétique 5,17 £ 0,35 5,46 £ 0,37
HMF 0,19 £ 0,04 4,63 £ 1,08
Furfural 0,02 £ 0,00 n.d.
Acide formique 1,39+£0,09 2,22+0,14
Acide Iévulinique 0,55+ 0,05 1,29+0,13

Tableau 34 : Concentrations initiales (g/L) en saccharides et espéces inhibitrices dans les hydrolysats
concentrés (n.d. non détectable)

1 Rendements de fermentation

Pour ces premieres expériences, 1’objectif était d’obtenir de bons rendements de fermentation
aprés 24 heures. Deux types de rendements ont été calculés. Le rendement de fermentation
global, en fonction des sucres fermentescibles présents initialement dans le milieu de
fermentation, et le rendement calculé sur les sucres consommés pendant la fermentation. Ces
rendements, appelés rendements de Gay-Lussac, sont calculés a partir de la production
théorique maximum en éthanol (51,1 g d’éthanol pour 100 g d’hexoses), sachant que ce
maximum ne peut pas étre atteint. En pratique, le maximum représente 94,7% du rendement
théorique d’aprés Louis Pasteur (cf. chapitre I, C.2.1). Les rendements représentent donc le
pourcentage d’hexoses effectivement transformé en éthanol.

Concernant les fermentations non concentrées, les rendements sont donnés sur la Figure 77.
Certains rendements dépassent le maximum possible. Cet écart est di aux erreurs induites par
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les mesures et représentées par les barres d’erreur. Les fermentations des hydrolysats résultant
de I’autohydrolyse et des hydrolyses acides a 1% donnent de bons résultats. Les sucres
fermentescibles ne sont toutefois pas totalement consommés, d’ou 1’écart entre le rendement
global et le calcul sur les sucres consommés. Pour 1’autohydrolyse, 84% du glucose est
consommé, alors que le mannose 1’est entierement. Pour I’hydrolyse acide 1% (1), le glucose
et le mannose sont consommés a 86% et 99% respectivement. Concernant, les hydrolyses acides
1% (2) et (3), ces deux sucres sont consommés a 99%, seules quelques traces subsistent dans le
milieu de fermentation. Cependant, le galactose n’est pas utilisé pour ces quatre fermentations.
Ce n’est pas surprenant car il est connu que S. cerevisiae ne le consomme qu’a défaut de glucose
ou de mannose (cf. chapitre I, partie C.2.1).

Pour ces fermentations, la production de glycérol, le coproduit le plus abondant aprés 1’éthanol,
se situe entre 2,3 et 3,2 g pour 100 g d’hexoses consommés. Cette valeur est légérement
inférieure a ce qui a déja éte observé, ce qui peut expliquer les excellents rendements observes
sur les hexoses consommés [153]. Ces bons résultats ne sont pas si surprenants. Les usines de
pate au bisulfite produisent habituellement de 1’éthanol en fermentant leurs liqueurs contenant
furfural, HMF, acide acétique, acide formique et acide lévulinique (cf. chapitre I, partie B.2.2).

L’hydrolysat résultant d’une hydrolyse acide 3% n’a pas pu étre fermenté. Une faible quantité
d’éthanol a certes ét¢ mesurée, mais le rendement est trés faible. Les quantités d’inhibiteurs
sont trop importantes. Le rendement sur les sucres consommeés est également relativement
faible. Une partie des hexoses aurait été consommeée, sans toutefois produire de 1’éthanol mais
sans doute d’autres sous-produlits.
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Figure 77 : Rendements de Gay-Lussac et concentrations finales en éthanol apres 24h pour les
fermentations directes non concentrées

Les fermentations faites a partir d’un hydrolysat résultant d’une hydrolyse acide et d’un
autohydrolysat concentrés ont également été non-productives. Aucune trace d’éthanol n’a été
relevée, méme aprés 48 heures. De plus, les concentrations en sucres sont restées stables
pendant les fermentations.

Les mauvais résultats obtenus avec 1’hydrolyse acide 3% et 1’hydrolyse acide concentrée ne
sont pas si surprenants. Une étude effectuée sur des hydrolysats similaires obtenus selon
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différentes sevérités a démontré que les fermentations étaient fortement inhibées quand le
facteur de sévérité combinée se rapproche de 3,5. Cela correspond a des concentrations en acide
acétique, acide formique, acide 1évulinique, HMF et furfural d’environ 5 g/L, 5 g/L, 1—6 g/L,
3—6 g/L, et 2 g/L respectivement [66]. Or les hydrolysats obtenus dans cette partie sont proches
de ces gammes de concentrations. Le résultat est cependant plus surprenant concernant
I’autohydrolysat concentré, qui contient peu d’inhibiteurs si ce n’est des concentrations en acide
acetique et formique de 5,17 £ 0,35 et 1,39 £ 0,09 g/L.

2 Impact de la fermentation sur les inhibiteurs

L’¢évolution des concentrations en acide acétique, furfural et HMF lors des fermentations qui se
sont révélees efficaces sont données sur la Figure 78. L’acide acétique est en légere
augmentation. Il s’agit en effet d’un des coproduits de la fermentation éthanolique. La
production de cet acide lors des fermentations qui ont donné de bons rendements ne dépasse
pas 2,4 g pour 100g d’hexoses consommés, ce qui est dans 1’ordre des choses [153].

Le HMF et le furfural sont métabolisés par les levures en alcool furfurylique et en 2,5-bis-
hydroxymethylfurane. Le HMF est plus difficile a métaboliser (cf. chapitre I, partie C.2.2), ce
qui se confirme avec ces mesures. Le furfural est quasiment entierement consommeé apres 24h,
alors que le HMF ne I’est que dans le cas de 1’autohydrolyse. Dans les autres cas, sa
consommation ne dépasse pas 45% de sa teneur initiale.

Ces essais préliminaires ont permis de démontrer qu'un hydrolysat acide et un hydrolysat
résultant d’une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire peuvent étre fermentes en 24
heures. Les concentrations en inhibiteurs ne sont pas suffisamment élevees pour étre réellement
problématiques. Cependant, si, comme il semble indispensable, I’hydrolysat a fermenter doit
étre plus concentré, les inhibiteurs deviennent problématiques. 1l serait alors peut-étre
indispensable de les éliminer. 1l existe plusieurs moyens de détoxifications, dont I’efficacité est
variable selon les inhibiteurs en présence. (cf. chapitre 1 partie C.2.3). Il est donc indispensable
de déterminer les espéces a retirer en priorité.
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B. Impact des inhibiteurs sur la fermentation

L’impact des principaux inhibiteurs a été évalué sur des milieux synthétiques contenant les cinq
sucres présents dans les hydrolysats obtenus précédemment. L’effet de chaque inhibiteur a tout
d’abord ¢été mesuré individuellement. Les concentrations utilisées, pour les sucres et les
inhibiteurs, sont de 1’ordre de celles qui seraient obtenues dans un autohydrolysat dépolymérisé
et concentré a 100 g/L (rappelées dans le Tableau 35). 11 a été considéré qu’aucune perte en
inhibiteur n’avait lieu pendant 1’étape de concentration, pour se mettre dans le cas le plus
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défavorable. Les effets de concentrations intermédiaires, voire supérieures, ont aussi été
évalués. Toutes les fermentations ont été menées a un pH proche de 4,5. Le pH peut avoir un
effet non négligeable sur la fermentation, notamment dans le cas des acides organiques. Les
résultats des fermentations ont été analysés aprés 4h, 24h et 48h. Les mesures aprés 4h
permettent d’avoir une idée de 1’effet des inhibiteurs sur la phase de latence. Les fermentations
ont été poursuivies jusqu’a 48h si la totalité¢ des hexoses n’était pas consommée apres 24h. Les
inhibiteurs étudiés sont les suivants :
e Furanes:
» HMF
» Furfural
e Extraits du bois
e Dérivés de lignine
e Acides organiques
» Acide acétique
» Acide formique
» Acide lévulinique

Les extraits du bois utilisés ont été obtenus par extraction a I’acétone d’échantillons du bois
utilisés dans cette étude. Il est difficile d’évaluer la quantité d’extractibles extraite pendant la
pré-hydrolyse. Une concentration située aux alentours de 3 g/L a été utilisée. Les dérivés de
lignine utilisés ici sont des lignosulfonates, obtenus apres une cuisson au sulfite. Les effets
inhibiteurs des sucres et de 1’éthanol n’ont pas été étudiés, car S. cerevisiae est tres tolérante et
peu supporter des concentrations bien plus élevées que celles obtenues dans les hydrolysats,
méme concentrés (cf. chapitre I, partie C.2.1).

Concentration (g/L)

HMF 2,2+0,5
Furfural 3,3+0,5
Acide acétique 125+2,1
Acide formique 2,704
Acide lévulinique 28+01
Lignine soluble 0,2—8,0

Tableau 35 : Concentrations en especes inhibitrices dans un hydrolysat concentré & 100 g/L d’hexoses

Les fermentations témoin, menées avec des sucres seuls, donnent des rendements de Gay-
Lussac de 62, 85 et 81% apres 4, 24 et 48h. La totalité des hexoses est consommeée durant les
premiéres 24h de fermentation. La diminution du rendement entre 24 et 48 heures s’explique
par la baisse de concentration en éthanol qui suit la fin de la fermentation (cf. chapitre 1 partie
C.2.1). Il est d’ailleurs probable que le rendement maximum soit supérieur aux 85% mesures a
24h.,

La variation des mesures est trés importante aprés 4h de fermentation (coefficient de variation
de 36%) alors que les conditions sont similaires. Le coefficient de variation est ensuite de 9 et
10% a 24 et 48h, quand les fermentations sont terminées. Les résultats aprés 4h sont donc a
prendre avec des réserves.
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1 Effet des furanes, extraits du bois et lignosulfonates

1.1 4h de fermentation

Les rendements apres 4h sont tous supérieurs a 30%, signe que la fermentation est possible dans
tous les cas (Figure 79). La plupart des fermentations montre des rendements proches de ceux
obtenus avec le témoin. Il est cependant difficile pour I’instant de tirer d’autres conclusions,
tant les résultats divergent.

Le furfural est d’ores et déja entiérement consommé, ce qui n’est pas le cas du HMF (Figure
80). Plus la concentration initiale en HMF est élevée, plus les levures sont « efficaces » pour le
métaboliser. Ainsi, environ 40% du HMF disparait pour les fermentations qui en contenaient
moins de 2 g/L initialement. Ce chiffre monte & 60% a 6,36 g/L, puis 70% pour les deux
fermentations qui en contiennent plus de 7,3 g/L. Aucun lien ne peut cependant étre établi entre
ces chiffres et le rendement de fermentation.

¢HMF mFurfural A Extractibles X Lignosulfonates

100% -
90% -

ST SRTR

50% - T

40% -
30% -
20% -

10% -
0%

Rendement de Gay-Lussac

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentration intiale en inhibiteurs (g/L)

Figure 79 : Rendements de Gay-Lussac apres 4h de fermentations en présence de HFM, de furfural,
d’extraits de bois et de lignosulfonates, en fonction des concentrations initiales en inhibiteur. La ligne en
pointillés représente le rendement de la fermentation témoin.
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Figure 80 : Quantité de HMF ou de furfural métabolisé par les levures aprés 4h de fermentation

1.2 24 heures de fermentation

Apres 24 heures de fermentation, les rendements des fermentations effectuées avec les furanes
et les extractibles sont en général tres bons (Figure 81). L’ensemble des hexoses a été
consommeé pour toutes ces fermentations excepté pour les deux fermentations qui contenaient
le plus de furfural ainsi que les deux fermentations qui contenaient le plus de HMF (Figure 82).
Pour celles-ci, plus de 85% des hexoses ont disparu, seule une partie du galactose reste (il
représente 17 a 20% des sucres fermentescibles initialement). Ces fermentations sont sur le
point de se terminer, alors que les autres ont déja vu leurs concentrations en éthanol, et donc
leurs rendements, diminuer. Ceci explique en partie les excellents rendements obtenus avec de
fortes concentrations en HMF et furfural. De plus, il faut rappeler que le rendement maximum,
en pratique, se situe autour de 92%. Les véritables rendements sont donc situés dans la
fourchette inférieure des barres d’erreur.

Les milicux de fermentation testant le HMF contiennent encore de ’HMF, en concentrations
tres faibles.

Les fermentations impliquant les lignosulfonates sont moins efficaces pour des concentrations
supérieures a 2 g/L. Pour celles-ci, le mannose et le glucose sont entierement consommés, seul
subsiste le galactose parmi les sucres fermentescibles. Néanmoins, les rendements de
fermentation ne sont pas trés élevés. En présence de lignosulfonates, les levures consomment
bien les saccharides mais les consacrent principalement a d’autres utilisations que la production
d’¢éthanol.

A la vue de ces résultats, il semblerait que le HMF, le furfural et les extractibles ne soient pas
néfastes a la fermentation aux concentrations testées quand ils sont seuls. Les relativement
faibles effets des furanes sur les hydrolysats avaient déja été démontrés, mais pour des
concentrations allant jusqu’a 4 g/L seulement [182]. De plus, les effets d’un panel relativement
important de composés phénoliques ont été testés, montrant que la plupart d’entre eux avait une
influence négligeable pour de faibles concentrations. Cependant, certains de ces composés
pouvaient faire chuter les rendements a des concentrations supérieures a 1 g/L [135]. Pour
rappel, les hydrolysats résultants d’une autohydrolyse contiennent environ 2 g/L. de composés
phénoliques mesurés par absorbance. En concentrant ces hydrolysats pour obtenir 100 g/L
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d’hexoses, des concentrations en dérivés phénoliques de 6 a 7 g/L pourraient €tre obtenus, ce
qui pourrait donc nuire fortement aux rendements de fermentation.
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Figure 81 : Rendements de Gay-Lussac apreés 24h de fermentation en présence de HFM, de furfural,
d’extraits de bois et de lignosulfonates, en fonction des concentrations initiales en inhibiteur. La ligne en
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Figure 82 : Hexoses consommeés apreés 24h de fermentation en présence de HFM, de furfural, d’extraits de
bois et de lignosulfonates en fonction des concentrations initiales en inhibiteur
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1.3 48 heures de fermentation

Aprés 48 heures de fermentation, les rendements ont peu évolué. Il est intéressant d’observer
que le galactose n’a pas été assimilé par les levures pour les fermentations qui en contenaient
encore apres 24h (Figure 83). Les concentrations en galactose ont sensiblement diminué pour
les fermentations avec HMF, mais pas pour celles contenant initialement du furfural et les
lignosulfonates. Ce saccharide est en effet plus difficile a assimiler que le glucose ou le
mannose, mais il semblerait méme que dans certains cas, son assimilation devienne impossible.
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Figure 83 : Hexoses consommés aprés 48h de fermentation en présence de HFM, de furfural, d’extraits de
bois et de lignosulfonates, en fonction des concentrations initiales en inhibiteur

2 Effet des acides organiques

2.1 4h de fermentation

Les rendements de Gay-Lussac apres 4 heures de fermentation sont donnés sur la Figure 84.
Seules les fermentations contenant de 1’acide 1évulinique et une fermentation avec de 1’acide
acétique produisent de I’éthanol en quantités significatives aprés 4h. Des rendements supérieurs
aux rendements témoins peuvent étre observés. La présence d’un acide organique en faible
concentration peut en effet doper la production d’éthanol des levures (cf. chapitre I, partie
C.2.2). Pour les autres fermentations, il semblerait que la phase de latence soit donc trés longue
pour les levures, qui ont besoin de s’habituer a cet environnement. Une autre possibilité est que
la productivité volumétrique (getanol/(L.h) de ces fermentations soit tres faible.
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Figure 84 : Rendements de Gay-Lussac apres 4h de fermentation en présence d’acide d’acétique, d’acide
formique et d’acide lévulinique en fonction des concentrations initiales en inhibiteur. La ligne en pointillés
représente le rendement de la fermentation témoin.

2.2 24h de fermentation

Aprés 24 heures de fermentation, la présence d’acide lévulinique seul, aux concentrations
testées, n’affecte pas la fermentation de maniere significative (Figure 85). L’ensemble du
glucose et du mannose est métabolisé. Seule une partie du galactose subsiste. Ce résultat n’est
pas surprenant, surtout a une concentration si faible, sachant que cet acide est reconnu, avec
I’acide acétique, comme bien moins inhibiteur que 1’acide formique (cf. chapitre 1, partie
C.2.2), Ceci explique également que parmi les fermentations contenant 3 g/L d’acide, ce sont
celles contenant de 1’acide formique qui sont les moins avancées. Une concentration de
seulement 3 g/L en acide formique a donc un impact non négligeable sur la fermentation.
L’effet de 1’acide acétique a €té testé a plusieurs concentrations, méme si sa teneur dans les
hydrolysats réels concentrés serait de I’ordre de 12 g/L. Tout comme pour 1’acide 1évulinique,
le rendement de fermentation diminue progressivement a mesure que la teneur en acide
augmente. Pour les deux fermentations qui en contiennent environ 3 g/L, la totalité des hexoses
est consommeée apres 24h (Figure 86). Son effet d’inhibition est donc limité. Pour celle en
contenant 3,99 g/L, une partie du galactose reste aprés 24h. Néanmoins, a partir de 7 g/L d’acide
acétique, la fermentation devient trés lente. Une étude avait observé I’existence d’un seuil, situé
entre 6 et 7 g/L pour I’acide acétique et entre 4 et 5 g/L pour 1’acide formique, a partir duquel
la fermentation devenait tres lente, voire totalement inhibée [182]. Cette étude était effectuée a
un pH similaire a celui utilisé ici. Une autre publication, pour des fermentations réalisées a des
pH de 5,5, observait bien une inhibition due aux acides, mais dans des proportions plus
modestes [66]. Des rendements de 75% pouvaient étre atteints avec une concentration de 15
g/L d’acide acétique. Les résultats de fermentation dépendent non seulement du pH, mais
également de la souche de S. cerevisiae employée.

133



120%

100%

80%

60%

40%

Rendement de Gay-Lussac

20%

0%

© Acide acétique

M Acide formique A Acide Iévulinique

ooy

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Concentration intiale en inhibiteurs (g/L)

Figure 85 : Rendements de Gay-Lussac aprés 24h de fermentation en présence d’acide d’acétique, d’acide
formique et d’acide 1évulinique en fonction des concentrations initiales en inhibiteur
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Figure 86 : Hexoses consommeés apres 24h de fermentation en présence d’acide d’acétique, d’acide
formique et d’acide lévulinique en fonction des concentrations initiales en inhibiteur

2.3 48h de fermentation

Apres 48h, les rendements des fermentations contenant de 1’acide lévulinique n’ont pas
progresse, les concentrations en galactose n’ont pas diminué significativement entre 24 et 48
heures de fermentation. Les rendements de fermentation avec I’acide formique seul sont
devenus excellents apres 48h : plus de 90% des hexoses ont eté consommeés et seule une partie
du galactose étant encore présente dans les milieux de fermentation (Figures 87 et 88). Comme
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il était possible de le supposer, I’inhibition a un impact sur la productivité volumétrique de la
fermentation, mais pas sur le rendement final.

Les fermentations contenant de 1’acide acétique ont également vu leurs rendements de Gay-
Lussac globalement augmenter tant que la concentration en acide acétique est inférieure a 10
g/L. La consommation en hexoses est quasi-compléte pour des concentrations en acide acétique
en-dessous de 4 g/L. Au-dela, la productivité est tres faible. De plus, pour des concentrations
en acide acétique supérieures a 10 g/L, les rendements, ainsi que la quantité de sucres
consommeée, n’augmentent pas entre 24 et 48h. La fermentation semble donc totalement
inhibée.
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Figure 87 : Rendements de Gay-Lussac aprés 48h de fermentation en présence d’acide d’acétique et
d’acide formique en fonction des concentrations initiales en inhibiteur
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Figure 88 : Hexoses consommeés aprés 24h de fermentation en présence d’acide acétique et d’acide
formique en fonction des concentrations initiales en inhibiteur
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3 Effet simultané du HMF, du furfural et de P’acide
acetique

Des milieux complets ont été étudies, contenant simultanément les trois inhibiteurs considérés
habituellement comme les plus néfastes d’aprés la littérature : I’acide acétique, le HMF et le
furfural. 11 était difficile d’évaluer toutes les synergies possibles entre les différents inhibiteurs,
celle-ci semblait la plus pertinente. Quatre milieux complets ont été utilises, dont les
concentrations sont données dans le Tableau 36. Les deux premiers présentent des
concentrations similaires a celles trouvées dans des hydrolysats résultant d’hydrolyses acides
ou d’une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire. Les milieux 3 et 4 simulent des
hydrolysats concentrés d’hydrolyse acide.

Complet 1 Complet 2 Complet 3 Complet 4
Acide acétique 3,64+0,1 362+0,1 1066+02 1050%0.2
HMEF 2,14+0,1 2,06+0,1 7,40+0,2 7,44 +£0,2
Furfural 051+0,1 0,63+0,1 7,44+0,2 6,14+0,2

Tableau 36 : Concentration (g/L) en acide acétique, HMF et furfural dans les milieux de fermentation
complets utilisés

Les milieux 3 et 4, aux teneurs en inhibiteurs importantes, ne permettent pas la production
d’éthanol, méme aprés 24 heures de fermentation. Les milieux 1 et 2 présentent de faibles
rendements apres 4 heures, ce qui signifie que la phase de latence est relativement longue
(Figure 89). Cependant apres 24h et 48h de fermentation, ces milieux ont un comportement
similaire a ceux des milieux de fermentation contenant 1’acide acétique : ils présentent des
rendements identiques aux fermentations effectuées avec de 1’acide acétique seul aux méme
concentrations. Il semble donc que les furanes n’ont qu’un effet néfaste limité comparativement
a I’acide acétique. Ceci avait du reste déja éte observe [66].

Apres 48h, les levures présentes dans les milieux 1 et 2 ont métabolisé I’ensemble des hexoses
disponibles. Les rendements ne sont cependant pas trés élevés, comme cela avait déja été
observé avec les acides organiques.

Il est également intéressant de noter que les comportements de ces milieux complets sont tres
proches de ceux observés précédemment sur des hydrolysats réels (partie A de ce chapitre).
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Figure 89 : Rendements de Gay-Lussac apres 4, 24 et 48h de fermentations des milieux complets 1 et 2

4  Bilan sur I’étude de ’impact des inhibiteurs

Dans les hydrolysats obtenus dans le chapitre 1, les acides organiques sont les principaux
inhibiteurs. L’acide acétique est irrémédiablement présent en concentration importante. Il peut
cependant étre retiré du milieu par évaporation. L’acide 1évulinique, présent en faible quantité
n’a pas d’influence seul. L’acide formique est, a concentration égale, le plus toxique des trois.
Méme en faible quantité, il a un impact négatif important sur la productivité volumétrique. Les
lignosulfonates utilisés pour simuler la présence de composés aromatiques ont également un
effet négatif. La production d’éthanol n’est pas totalement inhibée, et les saccharides sont
métabolisés par les levures. Néanmoins, les rendements en éthanol sont significativement plus
faibles que les rendements obtenus suite aux fermentations témoins.

Les autres inhibiteurs, furanes et extractibles, ont peu d’influence quand ils sont présents seuls.
Les furanes augmentent toutefois I’inhibition des milieux de fermentation quand ils sont ajoutés
aux acides organiques, notamment en allongeant la phase de latence.

Dans ces conditions, fermenter directement un hydrolysat concentré sera difficile. L’ajout d’un
stade de detoxification parait inéluctable. Retirer les acides organiques serait alors prioritaire,
puis si nécessaire les composés dérivés de la lignine.

Une autre voie peut également étre explorée. Les levures utilisées jusqu’ici ont été plongées
directement dans des milieux contenant parfois de fortes concentrations en inhibiteurs. Le
brusque changement peut étre trop important pour les levures. Elles pourraient éventuellement
se développer dans ces milieux si, au préalable, elles étaient petit a petit acclimatées a leur
nouvel environnement. Ceci fait I’objet de la partie suivante.

C. Acclimatation de levures

L’acclimatation est un procédé trés utilisé et efficace pour améliorer les rendements et la
productivité volumétrique des fermentations. Effectué sur une courte période, elle permet a un
microorganisme de s’adapter a un nouvel environnement. Les modifications apportées a
I’organisme ne sont pas permanentes. L’acclimatation peut aussi s’accompagner d’une
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sélection génétique des meilleures levures : celles qui se développent le mieux dans le nouvel
environnement. Il ne faut cependant pas confondre ce procédé avec 1’adaptation d’un
microorganisme a un environnement sur le long terme. Ce dernier procédé, effectué sur
plusieurs mois, permet au microorganisme d’évoluer, par sélection « naturelle », pour s’adapter
a un environnement. Les modifications, inscrites dans leur code génétique, sont alors
permanentes.

Ce procédé d’acclimatation a été appliqué a la souche de S. cerevisiae utilisée jusqu’ici (souche
appelée SIGMA). De plus, quatre autres souches du méme organisme, fournies par la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador, université située a Quito, en Equateur, ont été utilisées. Ces
quatre souches sont référencées a la coleccion de levaduras quito catolica (CLQCA),
bibliothéque regroupant 1’ensemble des microorganismes étudiés sur le sol équatorien. Elles y
sont désignées sous les sigles 1900-1, 10.386, INT-005 et INT-041. Elles ont été sélectionnées
parmi I’ensemble des souches de S. cerevisiae de cette bibliothéque pour leurs bonnes
productivités en éthanol.

Un hydrolysat de base a été utilisé. Il résulte d’une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse
secondaire, d’une dépolymérisation puis d’une concentration par évaporation pour atteindre
100 g/L d’hexoses. De I’acide acétique et du furfural y ont été ajoutés pour compenser les pertes
dues a I’évaporation, ainsi qu’un milieu nutritif sans source carbone, appelé YNB (Yeast
Nitrogen Base). La composition est donnée dans le Tableau 37. Une autre solution a été créée,
contenant les mémes quantités de source de carbone (sous forme de glucose) et d’azote
(toujours avec du YNB) que I’hydrolysat. L’acclimatation a alors consisté a placer les levures
dans un mélange d’hydrolysat et de cette solution, et & y augmenter la part d’hydrolysat toutes
les 24h, de 0% a 25%, 50%, 75% puis 100% si possible. Les concentrations en especes
inhibitrices de ces milieux sont données dans le Tableau 38.

Concentration (g/L)

Arabinose 11,2+ 0,6
Galactose 15,7+0,8
Glucose 174+0,9
Xylose 195+1,0
Mannose 52,9+27
HMF 20+0,1
Furfural 3,7+0,2
Acide acétique 115+0,6
Acide formique 32+0,2
Acide lévulinique 3,0+0,2

Tableau 37 : Composition du milieu de fermentation utilisé pour ’acclimatation
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Part d’hydrolysat dans le milieu de fermentation

25% 50% 75% 100%
HMF 0,5 1,0 15 2,0
Furfural 0,9 19 2,8 3,7
Acide acétique 2,9 57 8,6 11,5
Acide lévulinique 0,8 1,6 2,4 3,2
Acide formique 0,8 15 2,3 3,0

Tableau 38 : Concentrations en especes inhibitrices dans les milieux de fermentation utilisés pour
I’acclimatation des levures (g/L)

Afin d’évaluer les bénéfices éventuels de 1’acclimatation, des essais de fermentation témoin ont
été effectués avec toutes les souches dans des milieux contenant 50 et 75% d’hydrolysat. La
fermentation s’est avérée impossible aprés 24 heures, quel que soit 1a souche.

1 Premiere série d’essais d’acclimatation

Pour cette série d’essais, les levures étaient transférées d’un milieu au suivant, apres
centrifugation, a I’aide d’une micropipette. Pour un milieu de fermentation de 4 mL, 0,3 mL de
solution riche en levure y était ajoutés. Cependant, la concentration en levures était trop faible
pour métaboliser I’ensemble des hexoses en 24h, méme dans un milieu idéal composé de YNB
et de glucose. Les résultats obtenus sont cependant riches d’enseignement.

Les rendements de Gay-Lussac obtenus sont donnés en Figure 90. L acclimatation a été stoppée
a 50% de teneur d’hydrolysat, du fait de la faiblesse des rendements a ce stade.

Dans le milieu sans hydrolysat (0%), la levure SIGMA obtient d’excellents résultats comparés
aux autres levures. Ceux-ci sont certainement dus a une concentration initiale plus élevée en
levures. Ces milieux ont servi aux autres levures a se multiplier, alors que la levure Sigma était
déja présente en quantité importante. En théorie, toutes les levures devraient atteindre de bons
rendements dans ce milieu, si elles sont présentes en quantité suffisante.

Quand la teneur en hydrolysat du milieu de fermentation augmente, la levure SIGMA est
rapidement inefficace. Ce résultat est concordant avec les premiers essais de fermentation
d’hydrolysats réels, qui n’ont donné aucun résultat méme avec de faibles concentrations en
inhibiteurs.

Les levures INT-005, INT-041 et 1900-1 voient leurs rendements de fermentation augmenter
dans un milieu a 25%, signe qu’elles peuvent s’y développer aisément. Ces rendements chutent
néanmoins dans un milieu a 50%.

La levure 10 386 semble ne pas pouvoir se développer dés le début de cette acclimatation.
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Figure 90 : Rendements de Gay-Lussac obtenus lors de la premiére acclimatation

2 Seconde série d’essais d’acclimatation

A la suite des essais précédents, il a été décidé de recommencer une campagne d’acclimatation
en changeant de stratégie. Dorénavant, les levures resteront dans les tubes de fermentation, seul
le milieu sera changé. Cela devrait garantir une concentration suffisante en microorganismes.
Cette nouvelle acclimatation sera opérée sur les quatre souches équatoriennes, mais pas sur la
levure SIGMA, dont I’inefficacité dans un milieu ne contenant que 25% d’hydrolysat a été
montrée.

2.1 Rendements de fermentations

Lors des fermentations préliminaires de 24h dans le milieu nutritif (0% d’hydrolysat), les quatre
levures sont parvenues a transformer la totalité des hexoses en éthanol.

L’acclimatation a été poursuivie jusqu’a 75% d’hydrolysat (Figures 91 et 92). Avec 25%
d’hydrolysat, les rendements obtenus sont excellents. La totalité du glucose et du mannose est
métabolisée par les levures INT-005, 1900-1 et 10 386. Parmi les hexoses, seul le galactose
subsiste. La levure 041, pour laquelle une partie du glucose et du mannose n’a pas été
consommeée apres 24h, semble moins efficace. Cependant, le calcul du rendement de Gay-
Lussac sur les hexoses effectivement consommés montre que cette souche est efficace dans la
transformation des C6 en éthanol, il lui faut juste plus de temps pour achever la fermentation
(Figure 93).

Cela se confirme pour le milieu de fermentation contenant 50% d’hydrolysat. La souche 041
est beaucoup moins productive que les autres, n’atteignant qu’un rendement de 12 + 1% par
rapport aux hexoses présents initialement. Les souches 1900-1 et 005 accusent également une
baisse de productivité volumétrique, qui se traduit par des rendements sur les sucres consommes
élevées, mais des rendements globaux de 74 + 7% et 69 + 7% respectivement. Aprés 24h,
glucose, mannose et galactose sont encore présents dans I’ensemble des milieux de
fermentation. La levure 10 386 montre un rendement sur les sucres consommes plus faible que
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les autres, ce qui pourrait étre le signe que le milieu est trop inhibé pour elle, comme il avait
déja été observé lors de la premicre série d’essais.

Ces tendances se confirment pour les fermentations effectuées dans des milieux contenant 75%
d’hydrolysat. Du fait de la baisse globale de productivité volumétrique observée il a été décidé
d’effectuer ces fermentations sur 72 heures. Les souches 10 386 ainsi que 041 atteignent de
faibles rendements, que ce soit sur les hexoses présents initialement ou sur les hexoses
consommés. Le fait que les levures utilisent les hexoses a d’autres fins que la production
d’¢éthanol dans des milieux fortement inhibés avait déja été observé lors des fermentations
d’hydrolysats concentrés sans acclimatation (partie A.1 de ce chapitre). La souche 005 permet
de produire de I’éthanol, mais son rendement sur les saccharides montre que 1’inhibition
commence a la toucher. Seule la souche 1900-1, qui s’était déja montrée la plus efficace
précédemment, permet de métaboliser 70 + 8% des hexoses en éthanol. La fermentation n’est
pas achevée, du glucose, du mannose et du galactose sont encore décelés aprés ces trois jours
de fermentation. Néanmoins, le rendement de fermentation pour la souche 1900-1 calculé sur
les sucres consommés, qui est de 88 + 9%, est trés bon et prouve que ’inhibition affecte
uniquement sa productivité.

Fermenter sans détoxification un hydrolysat concentré jusqu’a obtenir 75 g/L d’hexoses est
donc faisable. Les concentrations en éthanol obtenues, aux alentours de 30 g/L, correspondent
a I’objectif minimum fixé avant la distillation (cf chapitre I, partic C.2.6). La productivité est
cependant faible, plus de trois jours sont nécessaires.

m[NT-005 m®mINT-041 m=1900-1 =10 386
40 -

35 A 29,3 ‘|' 28,4 28.8

Concentration finale en éthanol (g/L)

25% (24h) 50% (24h) 75% (72h)
Part d'hydrolysat dans le milieu de fermentation

Figure 91 : Concentrations finales en éthanol mesurés lors de I’acclimatation pour des fermentations de
24h avec 25% et 50% d’hydrolysat, et une fermentation de 72h avec 75% d’hydrolysat

141



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Rendements de GayL ussac

m[NT-005 ®INT-041 ®1900-1 =10 386

82% 85% 8%
74%
69%

25% 50% 75%
Part d'hydrolysat dans le milieu de fermentation

Figure 92 : Rendements de Gay-Lussac mesurés lors de ’acclimatation pour des fermentations de 24h
avec 25% et 50% d’hydrolysat, et une fermentation de 72h avec 75% d’hydrolysat

Les essais ont été poursuivis avec des hydrolysats purs (100%). Ils n’ont pas donné de résultats
satisfaisants, les quantités d’éthanol obtenues apreés 72h étant trés faibles. La limite pour
fermenter les hydrolysats se situe donc entre 75 et 100 g/L d’hexoses.
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Figure 93 : Rendements de Gay-Lussac calculés sur les hexoses effectivement consommeés pendant les
fermentations de 24h avec 25% et 50% d’hydrolysat, et une fermentation de 72h avec 75% d’hydrolysat

2.2 Impacts sur les furanes

L’action des levures sur les furanes, seuls inhibiteurs a étre métabolisés, peut permettre de
comprendre le succés ou non d’une fermentation. Tout d’abord, comme il a déja été observé
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précédemment, le furfural est beaucoup plus facilement métabolisé que le HMF. Ainsi, seul le
milieu contenant 75% d’hydrolysat ayant subi une fermentation effectuée avec la souche 041
contient du furfural, a raison de 0,04 + 0,01g/L, soit une consommation de 98 + 1% du furfural
présent initialement. Donc, bien que présent en quantités plus importantes que le HMF, le
furfural est métabolisé par les levures, méme dans les milieux tres inhibés dans lesquels peu ou
pas d’éthanol est produit.

Le HMF n’est pas métabolisé aussi facilement (Figure 94). Sa transformation en 2,5-bis-
hydroxymethylfurane est directement corrélée aux rendements de fermentation. Avec des
milieux ne contenant que 25% d’hydrolysat, le HMF est entierement métabolisé par les levures.
Quand ce taux atteint 50%, seule la souche 041, qui ne présente qu’un rendement de 12 + 1%,
ne parvient pas a transformer I’ensemble du HMF. Pour les milieux de fermentation contenant
75% d’hydrolysat, plus la quantité de HMF métabolisée est importante, plus le rendement de
fermentation est élevé. La capacité des levures a réduire I’inhibition due aux furanes serait donc
importante pour pouvoir fermenter les sucres en éthanol. 1l ne faut toutefois pas oublier que ces
fermentations contiennent d’autres inhibiteurs qui ne sont pas éliminés par les levures,
notamment des acides organiques. C’est la synergie entre ces inhibiteurs qui rend impossible
certaines fermentations. La présence de furanes seuls aux concentrations d’un hydrolysat
concentré comme celui utilisé pour cette acclimatation a un effet minime sur la fermentation,
comme il a été vu plus haut.
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Figure 94 : Quantité de HMF métabolisé par les levures pendant les fermentations de 24h avec 25% et
50% d’hydrolysat, et une fermentation de 72h avec 75% d’hydrolysat

D. Résumé du chapitre

Les fermentations d’hydrolysats résultant d’une hydrolyse acide ou d’une autohydrolyse suivie
d’une hydrolyse secondaire sont possibles en moins de 24 heures sans procéder a une étape de
détoxification. Néanmoins, s’il est nécessaire de concentrer ces hydrolysats avant la
fermentation, les quantités d’inhibiteurs deviennent intolérables pour les levures. La présence
d’acides organiques surtout peut totalement inhiber la fermentation. Aux concentrations
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obtenues dans des hydrolysats concentrés, I’acide lévulinique n’est pas néfaste seul, au
contraire de I’acide formique qui réduit fortement la productivité¢ d’éthanol et de ’acide
acetique qui va méme jusqu’a empécher toute fermentation. Les lignosulfonates utilisés pour
évaluer I’effet des composés phénoliques semblent également avoir un effet négatif, réduisant
les rendements en éthanol. Les furanes sont en revanche peu néfastes aux concentrations testées.
L’acclimatation de souches de S. cerevisiae a toutefois permis de les rendre plus tolérantes aux
inhibiteurs. Ainsi, un hydrolysat concentré pour atteindre 50 g/L d’hexoses peut étre fermenté
en 24h. En le concentrant jusqu’a atteindre 75 g/L. d’hexoses, il est possible également de le
fermenter, mais les fortes concentrations en espéces inhibitrices réduisent fortement la
productivite des levures, et plus de trois jours sont nécessaires pour atteindre une fermentation
compléte. Cela correspond a une concentration en acide acétique dans le milieu de fermentation
de8a9g/L.

Il est donc envisageable de fermenter un hydrolysat relativement concentré obtenu selon les
conditions du chapitre Il sans utiliser de stade de détoxification.
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Chapitre IV : Aspects technico-
économiques

Il existe quelques études technico-économiques traitant de 1’extraction des hémicelluloses avant
un procéd¢ kraft et de leur transformation en éthanol. Trois d’entre elles ont été sélectionnées,
utilisant trois procédés différents : une NNE, une extraction alcaline et une hydrolyse acide.
Ces procédés seront comparés les uns aux autres, ainsi qu’avec le procédé développé dans les
chapitres II et III utilisant une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire acide. Les
détails de ces études sont disponibles dans 1’annexe II. En préambule, une rapide étude de
marché va permettre de savoir dans quelles mesures une usine kraft va trouver des débouchés
pour I’éthanol si elle choisissait de se convertir.

A. Marché potentiel pour la production de
bioéthanol dans les usines kraft

Avant de se lancer dans la production d’un nouveau produit, il est nécessaire de s’assurer qu’un
marché existe. Cette partie est donc consacrée au marché potentiel du bioéthanol produit au
sein des usines kraft. La demande européenne en bioéthanol ne peut qu’augmenter dans les
prochaines années, ne serait-ce que pour atteindre les objectifs fixés par I’UE. Celle-ci exige en
effet que 10% de 1’énergie utilisée dans les transports soit produite a partir de sources
renouvelables a 1’horizon 2020 (cf. chapitre I, partie A.1). Une simulation a été effectuée au
niveau du monde, de I’'UE (27 pays) et de la France pour déterminer quelle part prendrait
I’éthanol hémicellulosique produit dans une usine kraft, par rapport a la demande future. Seules
les usines produisant de la pate blanchie de résineux sont considérées comme étant intéressées
pour la production de bioéthanol. En effet, la fabrication de pate écrue ne peut accepter la
moindre dégradation de la cellulose. Ces pates étant destinées a I’emballage, elles nécessitent
des caractéristiques de résistance élevées. Les données utilisées datent de 2010. La production
potentielle maximum d’éthanol dans ces usines kraft a été calculée sur les bases de I’extraction
de 70% des GGM, avec un rendement de fermentation de 90% (Tableau 39). Au regard des
données de 2010, les productions potentielles d’éthanol sont relativement modestes comparées
aux consommations d’essence. Si I’ensemble des usines kraft frangaises produisant de la pate
blanchie a partir de résineux se lancaient dans la production d’éthanol, elles produiraient moins
de 0,25% de la consommation francaise en essence. Le méme calcul effectué a plus grande
échelle montre que I’UE pourrait produire sous forme d’éthanol 0,66% de sa consommation
d’essence. Comme la production de pate blanchie ne devrait pas augmenter en UE d’ici a 2020,
il est certain que le bioéthanol produit dans ces usines trouverait des débouchés, ne serait-ce
que pour contribuer a atteindre les 10% d’énergie renouvelable dans les transports d’ici 2020,
fixés par la directive 2009/28/CE (cf. chapitre I partie C.1). Les gouvernements concernés
pourraient méme encourager ces usines a se convertir.
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Monde UE France

Bois utilisé (KT) 59 443 16 622 488
Production pate kraft (blanchie (kT) 35 666 9973 293
GGM extraits (KT) 6 658 1862 55
Ethanol produit (kT) 3062 856 25
Ethanol produit (ktep) 2092 585 17
Consommation essence (ktep) 906 297 88 704 7531

Tableau 39 : production potentielles de bioéthanol dans les usines de pates (données sur la production de
péte de 2010 (production de péte :[183], consommation d’essence :[29], [99])

B. Aspects économiques de la fabrication d’éthanol
hémicellulosique dans une usine kraft

Cette partie reprend les conclusions de trois études technico-économiques utilisant trois
prétraitements différents pour extraire les hémicelluloses. Une comparaison avec le procéde
autohydrolyse/hydrolyse secondaire développé dans les chapitres 1l et Ill de cette these a
ensuite été faite.

1 Etude d’un procédé utilisant DP’extraction en milieu
guasi-neutre

L’¢étude économique de ce procédé a été développé par Mao [78], [172]. 1l s’agit donc
d’appliquer une NNE (cf. chapitre | partie B.3.2 et chapitre Il partie B.2.3) a partir de liqueur
verte diluée sur des copeaux de feuillu. Les copeaux sont ensuite lavés avant la cuisson. Les
eaux de lavage contenant des saccharides sont mélangées aux hydrolysats. Une série de flash
tanks est utilisee pour concentrer ces derniers, tandis qu’une partie est recyclée en début
d’extraction. L hydrolysat subit ensuite une hydrolyse secondaire acide. Les xylanes extraits
sont fermentés en éthanol. De plus, les acides uroniques sont fermentés en acide acétique. Celui-
ci, ainsi que 1’acide acétique provenant des groupes acétyles, est extrait de I’hydrolysat, purifié
par distillation et valorisé comme sous-produit. La description complete du procédé est
disponible dans 1’annexe II.

1.1 Impact sur la balance énergétique

La comparaison entre le procédé kraft de base et sa version modifiée est effectuée pour une
consommation de bois identique dans les deux cas. L’extraction d’une partie de la lignine et
des hémicelluloses pendant le prétraitement a pour conséquence une réduction de la quantité de
matiére seche disponible pour la cuisson, et donc une réduction de la quantité de liqueur générée
lors de la cuisson kraft. Ainsi, la quantité¢ d’énergie générée par tonne de bois est réduite de
10%. De plus, I’énergie nécessaire au procéde global augmente, |’énergie requise par
I’extraction et la production d’éthanol n’étant compensée qu’en partie par les économies
réalisées lors de la cuisson (Figure 95). Il est a noter également que 1’énergie allouée a la
distillation ne représente que 15% de 1’énergie totale nécessaire a la production d’éthanol,
malgré une concentration en sucres fermentescibles de 24,5 g/L, soit une concentration en
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éthanol inférieure a 12 g/L en entrée de colonne de distillation. Du reste, dans cette étude, 1’ajout
d’une étape d’évaporation a été envisagé et abandonné car elle s’est finalement avérée non
rentable.

L’usine reste néanmoins excédentaire en énergie, méme si sa production est réduite de plus de
35%.
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Figure 95 : Consommation énergétique par poste de ’usine kraft et de I’usine modifiée (production de
1000 T de pate par jour) [78]

1.2 Impact sur la balance économique

D’aprés cette étude, le rendement économique de la modification de I'usine dépend avant tout
des investissements a réaliser ou non. Par exemple, I’acquisition d’un réacteur pour effectuer
I’opération d’extraction des hémicelluloses est rédhibitoire. Ainsi, 1’étude est effectuée en
supposant qu’un réacteur existe déja et ne nécessite que quelques adaptations. De méme, la
rentabilité dépend de la nécessité d’augmenter la capacité du circuit de traitement des effluents,
ou s’il est suffisant tel quel.

Le cout de production de I’é¢thanol a été calculé selon divers scénarios (Tableau 40). Les
scénarios envisagés incluent la taille de I’usine, I’acquisition ou non d’un réacteur d’extraction
et la nécessité¢ ou non d’investir dans la station d’épuration. Ces cofits de production ont été
calculés pour obtenir un retour sur investissement de 12 ans. Plus la taille de 1’usine est
importante, plus faible sont les colts de production, les investissements étant amortis plus
facilement. Le cours de I’éthanol en 2007 était d’environ 530 $/m3. Les procédés
économiquement viables sont en gras dans le tableau, et démontrent que la possibilité de trouver
un réacteur pour effectuer I’extraction sur le site, plutdt que d’en acquérir un nouveau, est
indispensable.
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Production pate Réacteur mise & niveau station Coits de production ($/m?)

usine d'extraction d'épuration Ethanol Acide acétique
Ancien mis 3 oui 475 631
niveau
AnC|_en mis a non 435 580
. niveau
750 T/j
Nouveau oui 586 778
Nouveau non 549 728
Ancien mis a oui 467 617
niveau
Ancien mis a
' niveau non 430 573
1000 T/j
Nouveau oui 567 752
Nouveau non 533 707
Ancien mis a .
niveau oul 456 607
Ancien mis a
- niveau non 425 565
1500 T/j
Nouveau oui 546 726
Nouveau non 515 683

Tableau 40 : Coiits de production de 1’éthanol et de I’acide acétique selon différents scénarios (retour sur
investissements de 12 ans, $ de 2007) [172]

La production d’éthanol et d’acide acétique en parallele de la pate a papier peut donc étre
économiquement viable sous certaines conditions. L’usine produit moins d’énergie, tout en
restant excédentaire. Ce procédé reste tributaire de 1’efficacité de 1’extraction liquide-liquide de
I’acide acétique et des fermentations des saccharides et de I’acide glucuronique par deux
souches d’E. coli génétiqguement modifiées.

2 Etude d’un procédé utilisant I’extraction alcaline des
hémicelluloses

Une étude de Huang et al. est basée sur I’extraction d’hémicelluloses de copeaux de feuillu avec
de la soude, et leur valorisation sous forme d’éthanol [39] (scénario S2). L’extraction s’effectue
a une concentration en soude de 1,67M, soit 26,7 g pour 100 g de bois. L hydrolysat est ensuite
filtré (nanofiltration) pour le concentrer et recycler la soude vers le stade d’extraction. Il subit
alors une hydrolyse secondaire, est concentré dans des flash tanks et est detoxifie par
overliming. Ses hexoses et pentoses sont finalement fermentés par une souche de Zymomonas
mobilis. Le détail du procédé est disponible dans 1I’annexe II.
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2.1 Impact sur la balance énergétique

L’évolution des performances énergétiques est similaire a celle observée dans 1’étude
précédente. Du fait de la plus faible quantité de matiere organique envoyée a la chaudiere, la
quantité de vapeur produite décroit de 19,5%. Selon ce procédé, la consommation de vapeur
diminue également, de 7%. Néanmoins, 1’'usine, méme si elle reste excédentaire, voit sa
production en vapeur nette baisser de plus de 55%.

2.2 Impact sur la balance économique

Le colt de production de I’éthanol a été calculé pour une consommation de bois identique de
2 000 T/j, que ce soit pour I’usine kraft ou 1’usine modifiée. Cela représente une production de
1 070 T/j de pate non blanchie dans le premier cas, et 960T/j dans le second. Pour un retour sur
investissement global de 7 ans, le coiit de production d’éthanol s’éléve a 900 $/m? (2010). Ce
chiffre est éminemment supérieur a ceux présentés pour le procédé NNE dans la partie
précédente. Plusieurs raisons 1’expliquent. Tout d’abord, le procédé NNE étuie permet la
production d’acide acétique comme autre source de revenus pour I’usine. De plus, le retour sur
investissement se fait sur 7 ans, pour 12 ans précédemment.

3 Etude d’un procédé utilisant I’hydrolyse acide des
hémicelluloses

La derniere étude rapportée ici utilise une hydrolyse acide pour extraire les hémicelluloses de
bois de résineux [67]. Plusieurs sévérités d’hydrolyses acides sont testées. Aprés extraction,
I’hydrolysat passe dans des flash tanks puis est détoxifié en traversant des résines échangeuses
d’ions. Les hexoses et pentoses sont ensuite fermentés. Par ailleurs, apres le prétraitement, les
copeaux sont lavés, mais les saccharides récupérés dans les eaux de lavage ne sont pas valorisés.
La détail du procédé est disponible dans 1’annexe II.

Par rapport aux procédés précédents, I’hydrolyse acide a I’avantage de permettre 1’extraction
d’une quantité plus importante d’hémicelluloses, et donc d’atteindre une production d’éthanol
plus élevée. Ce procedé présente également quelques inconvénients : les propriétés de la pate
sont moins bonnes et le rendement global du procédé diminue fortement avec I’ajout du
prétraitement, ce qui signifie que la production de péte va diminuer pour un apport initial en
bois constant.

A la différence des études précédentes, 1’objectif de celle-ci est de conserver la production de
pate constante, avec en outre un méme indice kappa et une méme blancheur de la pate, ce qui
induit une surconsommation de bois. Celui-ci contenant en proportion plus importante de
lignine a mesure que la quantité d’hémicelluloses extraite augmente, il faut donc un flux de bois
plus important pour conserver un flux de cellulose constant. Ainsi, I’extraction de 18% du bois
induit une augmentation de plus de 42% de la consommation de bois (Tableau 41). La quantité
d’hémicelluloses extraite étant plus importante, les productions d’éthanol associées sont sans
commune mesure avec celles observées dans les études précédentes a méme taux de matiére
séche extraite.

La production constante de pate présente toutefois un grand inconvenient. La quantité de
matiére organique extraite lors de la cuisson kraft augmente fortement. Or cette matiére est
envoyee a la chaudiére de régénération, qui doit pouvoir accepter cet afflux croissant de matiére,
ainsi que 1’ensemble des équipements associés a la boucle de régénération (évaporateurs, four
a chaux,...). Dans le cas le plus extréme, la chaudiére doit traiter 30% de matieére organique de
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plus (Tableau 42). Le lessiveur n’est pas affecté de la méme fagon. La plus grande quantité de
bois qu’il a a traiter est plus que compensée par la diminution du temps de cuisson, celle-ci
¢étant plus rapide aprés le prétraitement De deux chose 1’une, soit la boucle de régénération peut
accepter une telle surcapacité, soit il faut investir, ce qui est rapidement colteux en ce qui
concerne la chaudiére. D’autant plus que la chaudiére de régénération constitue souvent le
goulot d’étranglement d’une usine kraft.

Quantité de bois extraite

Témoin 6% 10% 14% 18%
Approvisionnement en bois (T) 1,00 1,07 1,16 1,28 1,42
Ethanol produit (kg) 0,0 20,7 37,5 57,4 81,8
Pate non blanchie produite (kg) 466 466 466 466 466

Tableau 41 : Consommation en bois, production d’éthanol et production de pite pour les différents
scénarios, en se basant sur production de 466 kg de péte blanchie, soit une consommation d’1 T de bois
dans le procédé témoin (d’apres [67])

Quantité de bois extraite
Témoin 6% 10% 14% 18%
Lessiveur 100% 2% 70% 69% 69%
Chaudiere de régénération 100% 103% 110% 119% 131%

Tableau 42 : Capacité d’utilisation requise pour le lessiveur et la chaudiére de régénération (d’aprés [67])

3.1 Impact sur la balance énergétique

L’extraction des hémicelluloses a pour conséquence I’augmentation de la quantité de maticre
organique brdlée a la chaudiere de régénération, de maniere plus importante que la
consommation d’énergie. Ainsi, la production nette d’énergie est plus €levée que celle de
I’usine kraft témoin avec seulement 6% du bois extrait (Tableau 43). De plus, cette production
nette s’accroit a mesure que la quantité de bois extraite augmente.

Quantité de bois extraite
Témoin 6% 10% 14% 18%
Production nette d'énergie (MWe) 21,2 33,1 35,4 38,0 41,5

Tableau 43 : Production nette en énergie selon les différents scénarios pour une usine produisant 427
kT/an de pite non blanchie (d’aprés [67])

3.2 Impact sur la balance économique

Parmi les différences de cofits de fonctionnement entre la bioraffinerie définie ici et I’usine kraft
de réference, les codts dus aux investissements liés a la chaudiére, a la boucle de régénération,
a ’extraction des hémicelluloses et a la production d’éthanol prennent une part prépondérante
(Figure 96). Les investissements nécessaires a 1’augmentation de la capacité de la boucle de
régénération sont en effets importants. De méme, les colts dus a la surconsommation de bois
par rapport a 1’usine de référence ne sont pas négligeables.
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Figure 96 : CoUlts de fonctionnement et amortissement des investissements des différents postes de la
bioraffinerie selon le taux d’extraction lors du prétraitement (différence par rapport a I’usine kraft de
base, amortissement des investissements sur 10 ans, $ de 2008) d’aprés [67]

Les coits de production de 1’éthanol sont résumés dans le Tableau 44. lIs ont été calculés pour
une usine produisant 427 KT de pate non blanchie par an. Malgré les gains dus a la surproduction
d’énergie, le colit de production de I’éthanol reste relativement €levé. Il est le plus faible pour
le prétraitement le plus sévere permettant d’extraire le plus de bois. Un calcul a également été
effectué en considérant que la cellulose n’était pas affectée par le procédé d’extraction, alors
que dans les faits, I’hydrolyse acide en hydrolyse et solubilise une partie. La cellulose extraite
est alors transformée en éthanol. Mais si elle n’est pas extraite, elle permet de produire de la
pate, réduisant notamment la consommation en bois de ’usine. Par ailleurs, la vente de pate a
papier a partir de cellulose reste bien plus rentable que de la transformer en éthanol. Ainsi, les
colts de production de 1’éthanol sont grandement diminués si la cellulose n’est pas affectée lors
de I’hydrolyse acide.

Quantité de bois extraite
6% 10% 14% 18%

Cots de production de 1’éthanol ($/m3

d’éthanol) 71 679 647 647

Colts de production de 1’¢thanol sans

perte de cellulose ($/m?3 d’éthanol) 556 410 360 352

Tableau 44 : Coiits de production de I’éthanol selon la quantité de bois extraite lors du prétraitement
(amortissement des investissements sur 10 ans, $ de 2008) d’apreés pour une usine produisant 427 KT de
pate non blanchie annuellement [67]

151



Pour conclure, choisir I’hydrolyse acide permet une production d’éthanol plus élevée que tout
traitement alcalin. Néanmoins, la perte en rendement de pate d( au prétraitement nécessite
d’augmenter 1’approvisionnement en bois et la capacité de la boucle de régénération, dont la
chaudiére de régénération. Les investissements a effectuer ont un impact important sur la
rentabilité du procéde. Il faut noter que cette étude vend la cellulose produite comme péte a
papier. Or, il serait peut-&tre possible de la vendre comme péate a dissoudre, produit a plus forte
valeur ajoutée. La pate a dissoudre demande une grande pureté de cellulose, avec une teneur en
hémicelluloses inférieure & 5% notamment, ce qui peut étre atteint ici grace a leur extraction.
Dans ce cas, la balance économique serait bien plus avantageuse.

4  Autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire selon
le procédé mis au point dans cette these

4.1 Procéde proposé

Les parametres globaux ont été définis pour un procédé¢ d’extraction constitué d’une
autohydrolyse suivie d’une hydrolyse acide (cf. chapitre Il). Les paramétres de cuisson ont été
sélectionnés dans la thése de Boiron [57], dans laquelle des cuissons kraft ont été effectuées sur
des copeaux de résineux bruts et ayant subis une autohydrolyse. Deux cuissons aboutissant
guasiment au méme indice kappa gue la cuisson de référence ont été retenues : I’une effectuée
au méme alcali que la référence mais en un temps deux fois plus court, et la seconde constituant
un compromis entre un alcali plus faible et une durée de cuisson réduite (Tableau 45). Les
différentes étapes du procédé proposé sont (Figure 97) :

» L’autohydrolyse des hémicelluloses
Le lavage des copeaux avant la cuisson kraft. Les saccharides contenus dans les eaux
de lavage ne sont pas valorisés.
La concentration de 1’hydrolysat dans des flash tanks pour augmenter leur concentration
et extraire une partie de 1’acide acétique et du furfural
Le recyclage d’une partie de I’hydrolysat vers I’extraction des hémicelluloses
L’hydrolyse secondaire (0,5% (w/w) d’acide sulfurique en solution a 140°C pendant 30
a 90 min selon la concentration de 1’hydrolysat)
La correction du pH a la chaux vive et extraction du gypse obtenu par filtration
La fermentation des hexoses
La distillation de 1’éthanol et sa déshydratation sur tamis moléculaire

VVYVY VV VY
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Figure 97 : Procédé proposé pour la fabrication simultanée d’éthanol et de fibres cellulosiques en utilisant
I’autohydrolyse comme prétraitement

A noter que I’hydrolyse secondaire peut se faire avant 1’évaporation flash. Dans ce cas,
I’évaporation serait moins efficace du fait de la température en entrée plus faible. L’avantage
serait alors que les composés inhibiteurs produits lors de I’hydrolyse secondaire pourraient étre
extraits lors de I’évaporation flash.
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Par ailleurs, aucun procédé additionnel de détoxification n’a été ajouté, considérant que, a la
vue des résultats du chapitre II, ’hydrolysat flashé, peu concentré, pourrait étre fermenté
directement.

Les données relatives au prétraitement et aux cuissons sont resumées dans le Tableau 45. Dans
ce tableau, les productions d’éthanol sont données pour la fermentation des hexoses
uniquement, mais également dans I’hypothése de la fermentation de I’ensemble des
saccharides.

Procédé modifié

Référence A ) Alcali
Méme alcali diminué
% H,S0, / bois (hydrolyse secondaire) 0,45 a 2%*
Temps montée en température 30 min
Temps a température 65 min
Prétraitement Température 170°C
Matériau extrait 18-25%
» Pentosanes 2,52%
» Hexosanes 8,27%
» Lignine 0,80%
Alcali 23% 23% 20%
Sulphidité 30% 30% 30%
Temps cuisson 120 min 60 min 105 min
Cuisson kraft Température 170°C 170°C 170°C
Facteur H 1820 910 1590
Indice kappa final 23,3 24,2 26,3
Rendement cuisson 47,71% 44,8% 44,0%
Rendement global 47,7% 36,8% 36,1%
Production éthanol kg/ T bois (fermentation des C6) 42,2 42,2
Production éthanol kg/ T péte (fermentation des C6) 114,6 116,9
Production éthanol kg/ T bois (fermentation des C6 et des C5) 46,3 46,3
Production éthanol kg/ T pate (fermentation des C6 er des C5) 126,0 128,5

Tableau 45 : Données relatives au traitement autohydrolyse/hydrolyse secondaire (données sur les
cuissons d’aprés [57]) *La quantité d’acide utilisée dépend de la concentration de I’hydrolysat lors de
I’hydrolyse acide (paramétres de cuisson d’apres [57])

4.2 Avantages et inconvénients de ce procédé

Le procédé le plus pertinent avec lequel comparer I’autohydrolyse est celui utilisant 1’hydrolyse
acide. D’un point de vue économique, le procédé demande une consommation d’acide
sulfurique supérieure pour 1I’hydrolyse secondaire que pour 1’hydrolyse acide. Néanmoins, ce
surco(t peut étre contrebalancé par le retrait du procédé de détoxification avec les résines
échangeuses d’ions d’une part, et surtout I’impact plus faible sur la cellulose. Pour rappel,
I’extraction d’une partie de la cellulose lors de I’hydrolyse acide multiplie presque par deux le
cout de production de 1’éthanol (Tableau 44). Or le procédé d’autohydrolyse n’impacte pas la
cellulose, ce qui peut, en outre, permettre une diminution moindre des propriétés mécaniques
de la pate.
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L’impact sur I’énergie produite par 1’usine ou les investissements a apporter sont plus difficiles
a evaluer. Des calculs ont été realisés selon plusieurs scénarios par rapport a la référence : méme
consommation de bois, méme production de pate ou méme intrants en matieres organiques a la
chaudiere (Tableau 46). Deux niveaux d’extraction de bois ont été pris en compte, 75% (mesuré
dans cette these) et 82% (mesuré par Boiron [57]). De plus, les deux cuissons dont les
paramétres sont résumés dans le Tableau 45 ont été retenues.

Tout d’abord, quels que soient les paramétres de cuisson choisis, le lessiveur n’est jamais utilisé
a 100%, ce qui signifie qu’il est possible d’utiliser la cuisson nécessitant un alcali plus faible
que la référence, méme si elle demande une durée plus longue.

En ce qui concerne I’utilisation de la chaudiére, les résultats peuvent étre comparés aux mémes
résultats calculés en utilisant une hydrolyse acide, et notamment lors de I’extraction de 14% de
bois, qui donne une production similaire d’éthanol (Tableau 47). La capacité nécessaire a la
chaudiére est 1égeérement inférieure aprés ’utilisation d’une autohydrolyse. Néanmoins, cela
vient surtout d’un rendement de cuisson plus élevé d a un indice kappa final également plus
¢levé. Il n’y a donc pas véritablement de différence entre les deux procédés a ce niveau si ce

n’est que la consommation de bois est plus importante lors de 1’utilisation d’une autohydrolyse
du fait des taux d’extraction plus importants.

Reéférence Conso. bois Prod. pate Uti!!sation

constante constante chaudiére 100%
Consommation bois (T) 1,00 1,00 1,00 1,43 1,31 1,26 1,15
Rendement extraction 100% 75% 82% 75% 82% 5% 82%
Rendement cuisson 47,7% 44,4%  44,4% | 44,4% 44,4% | 44,4% < 44,4%
Capacité chaudiére 100% 80% 87% 114% 114% 100% 100%
Capacité lessiveur cuisson 1 100% 38% 41% 54% 54% 47% 47%
Capacité lessiveur cuisson 2 100% 66% 2% 94% 94% 82% 82%
Production éthanol (kg/T de bois) - 42,2 42,2 60,4 55,3 53,0 48,4
Z:g/(jTlijtelo;o?Ste avantblanchiment - 333 364 | 477 477 | 418 418

Tableau 46 : Capacités d’utilisation requises du lessiveur et de la chaudiére, production de péte et
d’éthanol pour une usine utilisant une autohydrolyse (cuisson 1 : méme alcali que la référence ; cuisson 2 :
alcali plus faible cf. Tableau 45, d’apres [57])
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. R Utilisation chaudiére
Conso. bois constante Prod. pate constante 100%
Référence | 6%*  14%* 18%* | 6%*  14%* 18%* | 6%* 14%* 18%*
Consommation 1,00 100 100 1,00 | 107 1,28 142 | 105 108 1,09
bois (T)
Rendement 100% | 94,0% 86,0% 82,0% | 94,0% 86,0% 82,0% | 94% 86,0% 82%
extraction
Elfi’;gg?e”t 46,6% | 46,1% 424% 40,0% | 461% 424% 400% | 46% 42.4%  40%
capacite 100% 95%  93%  92% | 102% 118% 131% | 100% 100% 100%
chaudiére
Production
éthanol (kg/T de ; 192 450 575 | 207 574 81,8 | 203 485 624
bois)
Production pate
avant
. 466 433 365 328 466 466 466 | 457 393 356
blanchiment
(kg/T de bois)

Tableau 47 : Capacités d’utilisation requises de la chaudiére, production de pate et d’éthanol pour une
usine utilisant une hydrolyse acide comme prétraitement (d’aprés [67]) *quantité de matiere séche
extraite du bois durant I’hydrolyse acide

Comme pour I’étude précédente, il parait envisageable de convertir ’'usine produisant de la pate
a papier en usine produisant de la pate a dissoudre, et donc de rendre la conversion de I’usine
plus avantageuse d’un point de vue économique. Une étude économique a été menée en ce sens
pour en évaluer les perspectives. Elle permet de comparer les bénéfices que tirerait une
entreprise

Pour cela, les hypothéses présentées dans le tableau 46 sont conservées. La différence entre le
prix de la pate a dissoudre et de la pate kraft de résineux blanchie est comprise entre 127 et
355 $/T (cas le plus défavorable et cas le plus favorable). Le cott de production de 1’éthanol est
évalué a 704 $/m3, d’aprés 1’étude présentée dans la partie B.3 de ce chapitre, avec 14%
d’extraction de bois (cas le plus proche du celui présenté ici). L usine prise pour modele produit
300000 T de péate blanchie par an avant sa transformation en bioraffinerie. Les détails de 1’étude
sont disponibles dans 1’annexe III.

Les tableaux 48 et 49 donnent le résultat de ces études. Dans tous les cas de figure étudiés, le
bilan est positif. De plus, les bénéfices faits par 1’usine en produisant de la pate a dissoudre a la
place de pate a papier permettent de compenser a eux seuls les cotits de production de 1’éthanol
(comprenant les amortissements des investissements). Par ailleurs, les colts de production de
I’éthanol sont 1égeérement plus importants que les résultats des ventes de ce méme éthanol, ce
qui signifie que I’usine a tout intérét a produire de la pate cellulosique. Dans le cas ou le cours
de la pate a dissoudre est défavorable (Tableau 48), les bénéfices annuels sont supérieurs a 23
MS$. Tls s’élevent a plus de 70 M$ dans le cas la plus favorable (Tableau 49). Ces chiffres sont
bien entendu a prendre avec des pincettes, le résultat dépendant des cours de la pate et des colts
de production de 1’éthanol calculés a partir du travail de Frederick et al présenté dans la partie
précédente [67] et qui doivent différés des codts liés a notre procédé. De plus, ces codts sont
choisis identiques dans tous les cas, alors qu'ils peuvent étre différents, ne serait-ce que parce
que certains cas demandent plus d’investissements que d’autre (pour la chaudiére par exemple).
Toutefois, de tels résultats permettent d’€tre optimiste quant a la réussite de la conversion d’une
usine de pate kraft en bioraffinerie produisant de la pate a dissoudre et de 1’éthanol.
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Référence

Conso. bois

Prod. pate constante

Utilisation chaudiére

constante 100%
Rendement extraction 100% 75% 82% 75% 82% 75% 82%
Production de péte 4 300 (pate | g 229 300 300 263 263
dissoudre (kT/an) a papier)
Production éthanol (m3/an) - 35409 35409 50 680 46 401 44 471 40 611
Co(ts production éthanol
($/T pate a dissoudre) - 119 109 119 109 119 109
Bepeflces éthanol ($/T pate 98 90 98 90 98 90
a dissoudre)
Bénéfices pate a dissoudre
($/T pate a dissoudre 127 127 127 127 127 127
Bénéfices globaux ($/T de
pate a dissoudre) - 106 108 106 108 106 108
{Blg}g‘;')ces annuels sur pate - 26611 29088 | 38119 38119 | 33404 33404
Bénéfices annuels sur - 21608 21608 | 30927 28316 | 27138 24783
éthanol (k$/an)
Dépenses annuelles - 24928 22805 | 24908 22805 | 24941 22777
production éthanol ($/an)
Bénéfices annuels (k$/an) - 23291 27891 | 44138 43629 35 600 35410

Tableau 48 : Bilan économique d’une usine kraft se convertissant pour produire de la pite a dissoudre et
de I’éthanol selon plusieurs scénarios (cf. tableau 46) et dans le cas ou la différence de prix entre pate kraft
et pate a dissoudre est de 127 $/T

Référence Conso. bois Prod. pate constante Utilisation chaudiere
constante P 100%

Rendement extraction 100% 75% 82% 75% 82% 75% 82%

Production de pate a 300 (pate | g 229 300 300 263 263

dissoudre (kT/an) a papier)

Production éthanol (m3/an) - 35 409 35 409 50 680 46 401 44 471 40611

Colts production éthanol

($/T pate a dissoudre) - 119 109 119 109 119 109

Bepeflces éthanol ($/T pate 98 90 98 90 98 90

a dissoudre)

Bénéfices pate a dissoudre

($/T pate A dissoudre 355 355 355 355 355 355

Bénéfices globaux ($T de - 334 336 334 336 334 336

pate a dissoudre)

'(?g;g;')ces annuels sur pate - 74349 81270 | 106499 106499 | 93326 93326

Benefices annuels sur - 21608 21608 | 30927 28316 | 27138 24783

éthanol (k$/an)

Dépenses annuelles i 24928 22805 | 24908 22805 | 24941 22777

production éthanol ($/an)

Beénéfices annuels (k$/an) - 71029 80073 | 112518 112010 | 95523 95 332

Tableau 49 : Bilan économique d’une usine kraft se convertissant pour produire de la pate a dissoudre et
de I’éthanol selon plusieurs scénarios (cf. tableau 46) et dans le cas ou la différence de prix entre pate kraft
et pate a dissoudre est de 355 $/T
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5 Conclusion du chapitre

Trois études ont été presentées. Elles sont fondamentalement différentes, que ce soit le procédé
d’extraction, les procédés secondaires, les sous-produits valorisés ou les facteurs de 1’analyse
économique. Il n’en a pas ¢été fait mention jusqu’ici, mais le résultat économique dépend
également de la valorisation des dréches (produit obtenus en bas de colonne de distillation) :
nourriture animale, simple combustion ou épandage. Le but n’était donc pas de comparer
directement ces études, mais de démontrer que I’implémentation de ces procédés dans une usine
kraft n’est pas utopique mais économiquement envisageable.

Les procédés alcalins ont I’avantage de peu perturber les flux dans 1’usine : la consommation
en bois et la production de pate restent quasiment inchangées. La production d’éthanol, quoi
que modérée par rapport aux autres traitements, ne se fait donc pas au détriment de la production
de pate. Ceci est du reste I’'un des inconvénients principaux de I’hydrolyse acide, qui perturbe
les flux lors de la cuisson kraft. La production de pate diminue si la consommation de bois reste
identique, et maintenir une production de pate constante provoque une augmentation de la
quantité de matiére organique envoyée a la chaudiere de régénération. Or la chaudiére est
souvent le facteur limitant la production d’une usine kraft, et augmenter sa capacité demande
de grands investissements. Il faut noter qu’il existe des solutions alternatives pour traiter ce
surplus de matiere organique qui trouveraient parfaitement leur place dans le cadre d’une
bioraffinerie. Par exemple, la gazéification de la liqueur noire permettrait de produire d’autres
sous-produits dans la bioraffinerie ([19], cf. chapitre I, partie B.1.1), tout comme la précipitation
de la lignine (procédé lignoboost). Dans ce dernier cas, la liqueur noire est acidifiée avec du
dioxyde de carbone (sous-produit de la fermentation) et filtrée pour étre valorisée [184].

De maniére plus générale, pour tous ces procédés les hydrolysats traversent des flash tank,
procédé simple permettant de les concentrer et de les détoxifier en partie. Les hydrolysats ne
subissent en général pas d’autres étapes de concentration avant la fermentation. Néanmoins, le
colt énergétique de la distillation reste inférieur a celui de 1’extraction, ce qui indique qu’il
n’est pas absolument indispensable de fortement concentrer les hydrolysats. L’inhibition de la
fermentation peut donc rester limitée. Ainsi, contrairement aux procédés alcalins et ’hydrolyse
acide, et a la lumiere des résultats obtenus dans le chapitre Il, I’ajout d’un procédé de
détoxification aprés une autohydrolyse ne semble pas indispensable.

Pour terminer, la valorisation de la cellulose sous forme de fibres reste le coeur de métier de la
bioraffinerie. En extraire une partie, méme transformée en éthanol, a un impact négatif
économique non négligeable. Par ailleurs, I’extraction des hémicellulose devrait permettre aux
bioraffinerie de produire de la pate a dissoudre au lieu de pate a papier. La plus haute valeur
ajoutée de la pate a dissoudre permettrait d’augmenter considérablement les entrées d’argent,
méme si la production d’éthanol en elle-méme ne serait pas rentable.
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Conclusion générale

Ces travaux ont permis de développer un procédé rendant possible de produire de la pate a
papier et de 1’éthanol simultanément dans une usine kraft. Une étude compléte, a partir d’une
méme matiére premicére, et en gardant a 1’esprit la faisabilité économique a été réalisée. Cette
¢tude inclut les différentes stratégies d’extraction des hémicelluloses et la fermentation des
hydrolysats les plus prometteurs en éthanol.

La premiére partie était dédiée a 1’étude des différentes méthodes d’extraire les hémicelluloses.
Différents prétraitement, dont les parametres ont été sélectionnés dans la littérature selon leur
efficacité, ont été appliqués a des copeaux de bois. Les traitements alcalins se sont réveélés
décevants. La concentration maximale en hexoses dans les hydrolysats a été mesurée a 1,22 g/L
(2,19 g/L de saccharides au total). L extraction des hémicelluloses s’est avérée tres faible, et le
peeling qui sévit dans ces conditions en a dégradé une partie sous forme d’acides organiques.
De plus, les hémicelluloses ayant réchappé au peeling étaient exclusivement sous forme
d’oligoméres et une hydrolyse secondaire aurait donc été nécessaire avant leur fermentation.
L’extraction en milieu quasi-neutre, débutant en milieu faiblement alcalin et se terminant en
milieu légerement acide, a abouti aux mémes conclusions, méme s’il a permis une extraction
un peu plus importante d’hémicelluloses. Des concentrations en hexoses situées entre 2,0 et 2,7
g/L ont ainsi été mesurées (entre 2,7 et 3,0 g/L de saccharides au total). Les prétraitements
effectués en milieu acide se sont révélés plus encourageants. L’autohydrolyse a permis
d’obtenir 23,5 g/L d’hexoses en solution (30,1 g/L de saccharides au total) tout en limitant
I’apparition de HMF, furfural, acide acétique et acide formique. Cependant, I’ensemble des
hémicelluloses n’a pas totalement été extrait. En effet, seuls 55 & 58% des GGM présents
initialement dans le bois ont été solubilisés. De plus, le taux de monomere des hexoses, ne
dépassant pas 61%, rend indispensable un traitement secondaire permettant la dépolymeérisation
des oligoméres. A contrario, une hydrolyse secondaire n’est pas absolument nécessaire suite a
une hydrolyse acide. Celle-ci a en effet permis d’atteindre un taux de monomere de 89% pour
les hexoses, et une concentration dans 1’hydrolysat de 33,9 g/L, soit une extraction des GGM
supérieure a 86% (une concentration de 44,9 g/L de saccharides au total a été obtenue).
Cependant, la dégradation des saccharides extraits a été plus importante. Les concentrations en
HMEF, furfural et acide formique mesurées dans 1’hydrolysat sont multipliées par au moins 6
par rapport a ces mémes concentrations mesurées suite & une autohydrolyse. De I’acide
lévulinique est également apparu. De plus, I'utilisation d’acide pendant le prétraitement peut
nuire aux propriétés des fibres destinées a la production de pate, et donc diminuer les
caractéristiques de la cellulose et du papier.

Une optimisation de I’hydrolyse secondaire suivant 1’autohydrolyse a ét¢ menée afin de
dépolymériser 1’ensemble des oligomeres tout en limitant la dégradation des saccharides
obtenus. Les concentrations en espéces inhibitrices restent ainsi au minimum deux fois plus
faibles que celles mesurées suite a une hydrolyse acide. Des essais exploratoires d’hydrolyses
secondaires enzymatiques ont été effectués suite a des autohydrolyses pour servir d’alternatives
aux hydrolyses secondaires acides. Effectuée sur des oligomeres solubilisés et donc facilement
accessibles, 1’utilisation d’enzymes aurait pu s’avérer trés efficace en aboutissant a une
dépolymérisation des oligomeéres sans aucune dégradation des saccharides. Néanmoins, les
essais effectués ne se sont pas révélés satisfaisants au regard des quantités de monomeres
obtenues. Il s’est avéré que le mélange d’enzymes utilisé ne contenait pas I’ensemble des
hémicellulases nécessaire a I’hydrolyse complete des GGM.
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Les deux traitements acides, a savoir I’hydrolyse acide et le traitement en deux étapes constitué
d’une autohydrolyse suivie d’une hydrolyse secondaire, ont été sélectionnés afin de servir de
référence pour les chapitres suivants. Si le procedé était mené a son terme, les productions
d’¢éthanol s’éleveraient & 2,5 g pour 100 g de bois suite a une autohydrolyse, et a 3,6 g pour
100 g de bois suite a une hydrolyse acide.

Par ailleurs, dans le but de concentrer les hydrolysats, trois procédés ont été étudiés sur des
autohydrolyses : I’évaporation de I’hydrolysat, la diminution du ratio L/B et le recyclage de
I’hydrolysat lors du prétraitement. L’évaporation est coliteuse en énergie, mais a eu le double
avantage de concentrer I’hydrolysat en saccharides mais aussi d’en retirer une partie des
inhibiteurs, & savoir I’acide acétique, I’acide formique et le furfural. Les acides organiques étant
les inhibiteurs les plus nuisibles, 1’ajout d’un stade d’évaporation peut donc s’avérer
particulierement pertinent. La diminution du ratio L/B a permis de concentrer un hydrolysat
sans observer de degradation plus importante des saccharides. Néanmoins, dans ce cas, la
quantité d’hémicelluloses effectivement extraites diminue sensiblement puisqu’une part plus
importante de sucres solubilisés reste piégée dans les copeaux de bois. Le recyclage de
I’hydrolysat a également permis d’en augmenter la teneur en saccharides, cependant la
proportion de saccharides dégradés en furanes, et donc le pouvoir inhibant de I’hydrolysat,
augmente avec le taux de recyclage. Ces trois procédés, présentant chacun des avantages et des
inconvénients, doivent donc étre utilisés judicieusement.

La partie suivante était consacrée a 1’étude de la fermentation des hydrolysats a 1’aide d’une
souche sauvage de Saccharomyces cerevisiae. La fermentation directe de ces hydrolysats
pendant 24 heures a donné d’excellents résultats. L.’hydrolysat obtenu aprés une autohydrolyse
suivie d’une hydrolyse secondaire a permis de transformer 73% des hexoses en éthanol. Ce
chiffre a atteint 73 a 78% avec un hydrolysat résultant d’une hydrolyse acide. Parmi les hexoses,
le galactose a été particulierement récalcitrant a la fermentation, ce qui était attendu. Calculés
uniquement sur les hexoses consommeés, les rendements de fermentations ont ainsi atteint 90%.
Il peut se révéler cependant indispensable de concentrer les hydrolysats avant la fermentation
afin de réduire les investissements a effectuer et les colts de la distillation. Dans cette
hypothese, les milieux de fermentation contiendraient des concentrations plus importantes en
inhibiteurs. Des hydrolysats ainsi concentrés ont été soumis a des fermentations. Les levures,
inhibées, n’ont pas permis la moindre production d’éthanol. L’impact de chaque inhibiteur a
alors été étudié individuellement aux concentrations rencontrées dans les hydrolysats
concentrés. Les furanes n’ont pas eu d’impact notable sur la fermentation, contrairement aux
lignosulfonates. Ceux-ci, utilisés pour simuler la présence de composeés dérivant de la lignine,
ont entrainé une baisse significative des rendements de fermentation, sans toutefois inhiber
totalement les levures. Il est néanmoins difficile d’évaluer si ces lignosulfonates ont un effet
identique aux composés dérivés de la lignine présents dans les hydrolysats. Les acides
organiques se sont révélés quant a eux beaucoup plus problématiques. Plus le pKa de 1’acide
est bas, plus il est inhibiteur. L’acide 1évulinique, au pKa relativement élevé et présent en faibles
concentrations, n’a pas d’effet notable. L’acide formique est quant a lui doté d’un pKa plus
faible. Les levures ont été en partie inhibées en sa présence, malgre des concentrations la aussi
relativement basses. Cela s’est traduit par une productivité en éthanol des levures réduite, méme
si d’excellents rendements de fermentation ont pu étre obtenus aprés 48 heures. L’acide
acétique, au pKa similaire a celui de 1’acide 1évulinique, a inhibé les levures du fait de ses
concentrations ¢élevées. L’efficacité des levures diminue au fur et 4 mesure que la concentration
en acide acétique augmente. De plus, les levures ont semblé complétement inhibées pour des
concentrations supérieures a 7 g/L. Or, des concentrations de plus de 10 g/L peuvent étre
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atteintes dans les hydrolysats concentrés, ce qui explique que les levures étaient totalement
inhibées dans ce type de milieu de fermentation.

Dans le but de pouvoir malgré tout fermenter des hydrolysats concentrés, différentes souches
de S. cerevisiae ont été adaptées a un hydrolysat concentré : la proportion d’inhibiteurs dans
leur milieu de culture a été augmentée progressivement. La meilleure des souches a ainsi permis
de fermenter un hydrolysat contenant 75 g/L d’hexoses, et notamment plus de 8 g/L. d’acide
acetique. Plus de 72 heures lui ont cependant été nécessaires, avec un rendement sur les hexoses
consommeés de 89%. Méme si la fermentation d’un hydrolysat concentré a 100 g/L d’hexoses
n’a pas été possible, cela prouve que la fermentation d’un hydrolysat relativement concentré
sans stade de détoxification préalable est possible.

La troisieme partie était constituée d’une étude technico-économique des procédés décrits dans
les chapitres précédents. Celle-ci a montré que la production d’éthanol dans une usine kraft
n’est pas une utopie. De plus, le procédé privilégié dans cette thése, a savoir 1’autohydrolyse
suivie d’une hydrolyse acide, présente certains avantages, notamment par rapport aux
prétraitements par hydrolyse acide. Il est ainsi possible de se passer de stade de détoxification
colteux. Par ailleurs, l'autohydrolyse a I'avantage de minimiser la dégradation de la cellulose.
Des calculs économiques ont démontré que la production d’éthanol et de pate a papier n’est pas
encore rentable. Cependant, I’extraction des hémicelluloses peut permettre a I’usine de produire
de la pate a dissoudre, produit a plus forte valeur ajoutée. Dans ce cas, le procédé global permet
d’améliorer significativement le bilan financier de 1’usine. Cette derniere produirait alors deux
produits d’avenir, de 1I’éthanol comme biocarburant et de la pate a dissoudre dont la production
est amenée a croitre dans le futur, notamment pour répondre a la demande en fibres textiles.

Pour conclure, cette étude a permis d’explorer la majorité des possibilités amenant a la
production d’éthanol hémicellulosique dans une usine kraft, du copeau de bois jusqu’a
I’¢thanol. En plus d’étre une étude globale, chaque partie peut servir de base a des travaux
ultérieurs. Ainsi, la partie dédiée a I’extraction des hémicelluloses peut étre exploitée quelle
que soit la finalité de ces hémicelluloses. Celles-ci peuvent ainsi étre utilisées pour fabriquer de
I’éthanol, mais également pour la production de matériaux ou de molécules prometteuses
comme les furanes ou I’acide Iévulinique (cf. chapitre I). De méme, la partie sur la fermentation
peut étre utilisée comme base de travail pour la production d’éthanol de seconde génération a
partir d’hémicelluloses, mais d’autres fermentations peuvent aussi étre envisagées, pour la
production d’autres alcools ou d’autres molécules (butanol, acide lactique...). La fermentation
peut également étre vue comme un moyen de purifier un hydrolysat de ses sucres, en les
transformant en éthanol. Ethanol qui sera ensuite éliminé par distillation.

Il est possible de compléter le travail présenté ici. La fermentation peut encore étre optimisée.
L’acclimatation de souches de levures effectuée dans cette étude est un procédé efficace mais
qui a ses limites. Le développement et ’utilisation de souches génétiquement modifiées, tres
tolérantes aux inhibiteurs, pourrait permettre d’améliorer les rendements de fermentation ou la
productivité. 1l serait de plus possible de fermenter les pentoses, en plus des hexoses, soit en
utilisant un microorganisme capable de fermenter les deux types de saccharides, soit en utilisant
deux microorganismes.

L’effet des procédés de détoxification sur les fermentations pourrait également étre étudié. La
fermentation d’un hydrolysat ayant subi une évaporation pourrait par exemple s’avérer trés
instructive. Il serait intéressant de savoir dans quelles mesures I’inhibition de 1’hydrolysat
concentré serait réduite apres la perte d’inhibiteurs dans les vapeurs.

L’hydrolyse secondaire enzymatique mériterait également une étude approfondie. L utilisation
d’un cocktail d’enzymes adapté aux oligoméres présents dans 1’hydrolysat pourrait permettre
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d’atteindre une dépolymérisation totale. Cela éviterait non seulement de dégrader les sucres,
mais aussi de limiter 1’utilisation de produits chimiques. Contrairement a I’hydrolyse acide,
I’hydrolyse secondaire est effectuée a des pH plus proches des pH optimaux aux fermentations,
et nécessite donc moins de produits pour corriger ce pH.

Enfin, il serait intéressant de mener le procédé jusqu’au bout, ¢’est-a-dire jusqu’a la production
d’éthanol pur, aprés distillation, et de cellulose, a 1’échelle pilote. Il serait alors possible
d’effectuer une étude technico-économique compléte, prenant en compte les différents
scénarios etudiés. Cela permettrait par exemple de déterminer la concentration minimale en
sucres fermentescibles indispensable avant la fermentation, de déterminer si une étape
d’évaporation est justifiée ou encore de savoir si la récupération des sucres solubilisés piégés
dans les copeaux est envisageable. Cette étude permettrait donc d’évaluer le procédé qui semble
le plus prometteur. Des essais a plus grande échelle pourraient alors étre envisagés, et pourquoi
ne pas imaginer dans 1’avenir une usine kraft se langant dans la production d’éthanol a partir
d’hémicelluloses...
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Chapitre V : Matériels et méthodes

A. Matiére premicere et réactifs

1 Bois utilisé

Le bois utilisé dans cette thése provient directement de 1’usine de pate Fibre Excellence située
a Tarascon, sous forme de copeaux de taille hétérogene que 1’on utilise typiquement pour la
fabrication de pate a papier. Les copeaux sont composés d’un mélange de résineux, dont la
composition moyenne est la suivante : 35% de pin sylvestre, 24% de pin noir, 18% de pin
d’Alep, 16% d’épicéa et 7% de sapin de Douglas. La siccité moyenne des copeaux, mesurée a
leur arrivée, était de 55%. Les copeaux ont été conditionnées en sac de 2 kg et congelés jusqu’a
utilisation.

2 Produits utilises
Les produits suivants ont été utilisés.

Pour P’extraction des hémicelluloses :

= Acide chlorhydrique 96% Acros Organics
= Acide sulfurique 96% Acros Organics
= Carbonate de sodium 99,5% Roth
= Hydroxyde de sodium 97% Roth
= Sulfate de sodium 99% Roth
= Sulfure de sodium 60% Roth

Pour les fermentations :

Levures Saccharomyces cerevisiae 90% actives (Sigma Aldrich)

» 5-hydroxyméthylfurfural,  99% Sigma-Aldrich

= Acide acétique 99%, Roth

= Acide formique 95—97%, Aldrich

= Acide lévulinique 98% Sigma Aldrich

= Furfural (2-furaldéhyde) 99% Acros Organics
= Lignosulfonates Tembec (Tartas)
= Sulfate d’ammonium 99,5% Prolabo

= Sulfate de magnésium 99,5% Janssen Chimica

Levures Saccharomyces cerevisiae CQLA 1900-1, 10.386, INT-005 et INT-041,

fournies par la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
= Milieu de fermentation YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose), contenant 40% de
peptone, 20% d’extrait de levure et 40% de glucose (Sigma Aldrich)
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* Milieu de culture YPD avec agar contenant 25% d’agar, 30% de peptone, 15% d’extrait
de levure et 30% de glucose (Sigma Aldrich)

= Milieu de fermentation YNB (Yeast Nitrogen Base) avec acides aminés. Une solution a
6,7 g/L contient 1 g/L de KH2POa, 5 g/L de (NH4)2S04, 0,5 g/L de MgSQa, 0,1 g/L de
NaCl, 0,1 g/l de CaCl, 10 mg/L d’Histidine HCI, 20 mg/L de Methionine, 20 mg/L de
Tryptophan, 2 mg/L d’Inositol ainsi que des vitamines (<1 mg/L) (Sigma Aldrich)

Autre utilisations :

=  Azote Air Liquide

= D (-)-arabinose 99% Sigma Aldrich
= D (+)-galactose 98% Acros Organics
= D (+)-glucose 99,5% Roth

= D (+)-mannose 99% Acros Organics
= D (+)-xylose 99% Roth

= Ethanol 99% Fisher Scientific
= Glycérol 99,5% Roth

= L (-)-fucose 95% Roth

= Celluclast de Trichoderma reesei ATCC 26921  Sigma Aldrich
= Mannanase Mannaway Novozymes

B. Extraction des hémicelluloses

1 Réacteurs utilisés

Deux réacteurs ont été utilisés pour extraire les hémicelluloses

1.1 Multi-obus ERTAM

Le multi-obus ERTAM a ét¢é utilisé pour I’ensemble des extractions des hémicelluloses sur des
copeaux effectuées pendant cette these.

Il est composé de six obus en acier inoxydable d’une capacité de 3,3 litres chacun placés dans
un bain d’huile. Pendant les extractions, le tout est en rotation. Un logiciel permet de réguler le
bain d’huile en température. Il permet de paramétrer les durées des montée et descente en
températures ainsi que des paliers, dans les limites des possibilités de 1’appareil.

Jusqu’a six expériences peuvent étre réalisées simultanément. Cependant, dans ce cas, les
profils de températures utilisés ne peuvent pas varier.

1.2  Mini multi-obus

L’autre réacteur utilisé est constitu¢ d’obus en acier inoxydable de 100 mL de volume. Il est
possible de placer 11 obus simultanément dans 1’appareil. Un douziéme emplacement existe et
est occupé par la sonde de température. L’appareil peut étre mis en agitation et est régulé en
température. Une résistance électrique permet de chauffer 1’appareil. La régulation est moins
perfectionnée que pour le multi-obus ERTAM. Il est impossible de choisir les gradients de
montée et descente en température. 1l est seulement possible de déterminer la température
finale. L’appareil chauffe alors au maximum jusqu’a atteindre cette température.
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Cet appareil n’a pas été utilisé pour les extractions car il était impossible de paramétrer la durée
de montée en température, mais également a cause du petit volume des réacteurs. En effet, la
quantité de copeaux pouvant y étre introduite est trop faible pour étre représentative, étant
donné leur hétérogeneité.

Ces réacteurs se sont toutefois révélés pratiques pour effectuer les hydrolyses secondaires. Le
volume des réacteurs se révele méme un avantage, permettant de réaliser des expériences sur
de petites quantités. De plus, contrairement au multi-obus ERTAM, il est possible de placer ou
prélever des obus pendant I’expérience, et donc d’effectuer des cinétiques.

2 Extractions

Les copeaux utilisés sont décongelés environ 24 heures avant 1’extraction. La siccité du lot de
copeaux est alors mesurée sur environ 100 g, en les placant 24 heures dans une étuve régulée a
105°C.

A partir de cette siccité, la masse de copeaux et de liqueur a introduire dans 1’obus est
déterminée. La liqueur peut étre composée d’eau distillée seule (autohydrolyse), ou contenir un
acide ou une liqueur alcaline selon le cas. Les copeaux et la liqueur sont introduits dans 1’obus,
dont on inerte I’espace de téte en y injectant de 1’azote pendant une trentaine de secondes avant
de sceller I’obus.

L’extraction se déroule alors suivant le profil de température demandé. Le contenu de 1’obus
est ensuite filtré. Le volume d’hydrolysat récupéré est mesuré avant d’étre mis en bouteille.
Celle-ci est placée au réfrigérateur pour un stockage de quelques jours, ou au congélateur pour
une conservation plus longue.

En paralléle, les copeaux sont laves : ils sont placés 24 heures dans un grand volume d’eau dans
lequel I’hydrolysat contenu dans les copeaux peut diffuser. L’eau est changée deux fois durant
ces 24 heures.

Les parametres des différentes extractions menées durant cette thése (cf. chapitre 11, partie B)
sont résumeés dans le Tableau 50. Les NNE sont effectuées avec de la liqueur verte diluée, dont
la composition est donnée dans le Tableau 51.

Température (°C)  Durée (min)t  H,SO4 (%/bois) L/B
Autohydrolyse 160 160 90-120-30 - 4
Autohydrolyse 170 170 30-65-30 - 2;25;3¢et4
Hydrolyse acide 160 90-120-30 H2S04 (1%) 4
CCE1 30 0-30-0 NaOH (75%) 4
CCE?2 30 0-240-0 NaOH (75%) 4
CCE 3 30 0-30-0 NaOH (33,3%) 4
Extraction alcaline 90 10-230 NaOH (33,3%) 4
NNE 160 10-110-15 LV2 (3%) 4

Tableau 50 : Paramétres des extractions effectuées ; *durée de montée en température-durée a
température-durée de descente en température 2Liqueur verte diluée
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Composition

NaOH 0,25 g/L
Na.S 0,26 g/L
Na,COs 1,92 g/L
Na,SO4 0,01 g/L

Tableau 51 : Composition de la liqueur utilisée pour les NNE (liqueur verte diluée)

Rendement d’extraction

Lors de nos extractions, les copeaux n’étaient pas destinés a des usages ultérieurs La mesure de
la quantité de matériau extraite pouvait donc étre effectuée sur I’ensemble de ces copeaux.
Apres leur lavage, ceux-ci ne contiennent plus d’hydrolysat. Ils sont placés 24 heures dans une
étuve a 105°C, avant d’étre pesés. La différence de masse avec les copeaux introduits
initialement permet de quantifier la quantité de matiere extraite.

3 Hydrolyses secondaires

3.1 Hydrolyses acides

Un grand nombre d’hydrolyses secondaires acides ont été effectuées. Les paramétres utilisés
pour les essais exploratoires sont résumés dans le Tableau 52, ceux concernant 1’optimisation
dans le Tableau 53. Pour I’ensemble de ces essais, le mini multi obus a été utilisé.

Pour les essais ne contenant pas d’acide, 25 mL d’hydrolysat y sont introduits. L’espace de téte
est ensuite inerté avec de 1’azote avant de fermer hermétiquement les obus.

Pour les essais requérant de I’acide sulfurique, 25 mL d’hydrolysat et 1 mL d’un mélange acide
sulfurique a 96% (w/w) et d’eau distillée sont introduits dans I’obus La proportion d’acide varie
selon la concentration souhaitée. Cela permet d’avoir une méme dilution sur I’ensemble des
essais. L’espace de téte est ensuite inerté a 1’azote, puis I’obus est fermé. Les quantités mesurées

dans I’hydrolysat seront ensuite multipliées par le ratio g pour corriger la dilution.

Pour I’unique campagne d’essai nécessitant un temps de montée en température fixé, 1’obus a
¢été placé dans I’appareil peu de temps apres son démarrage. Il a alors fallu 23 min pour atteindre
160°C.

Pour les autres campagnes d’essais, les obus ont été introduits dans une fois a température.

A la fin de chaque hydrolyse, les obus sont plongés directement dans de ’eau froide pour
stopper toute réaction. Leur contenu est ensuite placé au réfrigérateur pour un stockage de
quelques jours, ou au congélateur pour une conservation plus longue.

Température Durée montée en température Durée & température ~ Concentration H2SO4
120°C 0 min 1a6h 0
160°C 23 min 60 & 210 min 0
190°C 0 min 5240 min 0
160°C 0 min 1a4h 0,5% (w/w)
120°C 0 min 60 min 0 a 6% (w/w)

Tableau 52 : Parameétres des différentes campagnes d’essais exploratoires pour les hydrolyses secondaires
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N° essai Durée Température % H2S04

1 30 min 100°C 0,5%
2 30 min 100°C 4%
3 90 min 100°C 0,5%
4 90 min 100°C 4%
5 30 min 140°C 0,5%
6 30 min 140°C 4%
7 90 min 140°C 0,5%
8 90 min 140°C 4%
9;10et1l 60 min 120°C 2,25%

Tableau 53 : Parameétres utilisés lors du plan d’expérience concernant I’hydrolyse secondaire

3.2 Hydrolyses enzymatiques

Deux solutions commerciales d’enzymes ont été utilisées pour effectuer les hydrolyses
enzymatiques : Mannaway (Novozyme) et Celluclast (Sigma Aldrich). Les hydrolyses
effectuées avec une seule enzyme ont été menées sur un hydrolysat tamponné au pH optimal
pour I’enzyme. Les hydrolysats utilisant deux enzymes en série n’ont pas été tamponnés, afin
de pouvoir modifier le pH entre les deux hydrolyses.

3.2.1  Hydrolyses menées avec une seule enzyme

Mannaway est une mannanase utilisée dans I’industrie de la pate cellulosique. Elle est appliquée
a raison de 0,1 a 0,5 kg de solution par tonne de biomasse. Pour ces essais exploratoires, les
enzymes ont été surdosées pour atteindre 35 kg par tonne de biomasse (soit 35 mg par g). La
biomasse prise en compte ici est I’ensemble des oligoméres solubilisés dans 1’hydrolysat.

Le pH de I’hydrolysat est tout d’abord corrigé a 8,0, pH optimal de la Mannaway, en utilisant
une solution de soude (1 mol/L), puis tamponné en utilisant une solution composée de
K2HPO4 (0,079 mol/L) et KH2PO4 (0,0045 mol/L) : 0,5 mL de tampon sont ajoutés & 5 mL
d’hydrolysat a pH 8, ainsi que 0,5 mL d’une solution de Mannaway afin d’obtenir 35 mg de
solution par gramme d’oligomeres.

L’hydrolyse est effectuée pendant 48 heures a 50°C, avec des prélevements apres 4h et 24h
d’hydrolyse.

La Celluclast est une solution comprenant plusieurs enzymes dont I’activité est supérieure ou
égale a 700 U/g. Le pH de I’hydrolysat est corrigé a 5,5, pH optimal de la Celluclast, avec une
solution de soude (1 mol/L) puis tamponné en utilisant une solution composée de
K2HPO4 (0,045 mol/L) et de citrate (0,0018 mol/L) : 0,5 mL de ce tampon sont ajoutés a 5 mL
d’hydrolysat, ainsi que 0,5 mL d’une solution de Celluclast afin d’obtenir une activité¢ de 30
U/g d’oligomeres.

L’hydrolyse est effectuée pendant 48 heures a 50°C, avec des prélevements apres 4h et 24h
d’hydrolyse.

3.2.2  Hydrolyses menées avec les deux enzymes

Des hydrolyses ont été menées avec les deux enzymes successivement. Le pH de 1’hydrolysat
est tout d’abord été corrigé avec une solution de soude (1 mol/L) pour atteindre le pH optimal
de la premiére enzyme. Celle-ci est ajoutée puis I’hydrolyse menée a la température optimale

167



correspondante. Aprés 24h, le pH est de nouveau corrigé avec la solution de soude ou une
solution de citrate (20 g/L) avant d’ajouter la seconde enzyme et laisser de nouveau 24h a la
température optimale de cette seconde enzyme. Des prélevements sont effectués apres 4h, 24h,
28h et 48h. Les quantités d’enzymes par rapport aux oligoméres sont identiques a celles
utilisées lors des hydrolyses précédentes.

Une hydrolyse a également été effectuée avec les deux enzymes simultanément. Le pH de
I’hydrolysat est fixé a 6,5 avec une solution de soude (1 mol/L) puis tamponné avec une solution
de K2HPO4 (0,011 mol/L) et KH2PO4 (0,029 mol/L). Les enzymes sont ajoutées pour atteindre
les mémes quantités que précédemment par rapport a la concentration en oligomeéres.
L’hydrolyse est menée pendant 72 heures a 50°C, avec des prélévements apres 4h, 24h et 48h.

4 Calcul des teneurs en hexoses et pentoses extraits

Les résultats d’hexoses et pentoses extraits lors des procédés d’extraction sont calculés a partir
des concentrations en saccharides présents dans les hydrolysats, mais également a partir des
concentrations en HMF, furfural, acide formique et acide 1évulinique.

Il est considéré qu’une mole d’hexose se dégrade en une mole de HMF, elle-méme donnant une
mole d’acide 1évulinique et une mole d’acide formique (voir les mécanismes de formation [3],
[185]).

De méme, il est considéré qu’une mole de pentose se dégrade en une mole de furfural, elle-
méme donnant une mole d’acide formique [3].

Les deux types de saccharide peuvent donc former de 1’acide formique. Il est alors considéré
que la quantité d’acide formique a attribuer aux hexoses est la méme que celle d’acide
Iévulinique (en moles), le reste provenant de la dégradation du furfural.

Le calcul des quantités extraites s’effectuant sur I’ensemble des saccharides (monomeéres et
oligomeéres), ce sont les concentrations en saccharides et en produits de dégradation mesurées
apres les hydrolyses secondaires qui sont utilisées dans ces calculs.

Ainsi, les Equations 21 et 22 ont été utilisées pour calculer les concentrations en hexoses et
pentoses extraits. Elles ont été déterminées grace aux masses molaires des différents composés,
rappelées dans le Tableau 54.

Les saccharides extraits sont encore sous-évalués avec cette méthode, étant donné qu’il existe
d’autres produits de dégradation, et que le furfural et le HMF peuvent polymériser entre eux
[3]. Or ces polyméres ne sont pas comptabilisés.

Equation 21

180,2 180,2
Cce extraits = Cce + 1261 CHMF + Tchcide lévulinique

Concentrations en g/L dans les hydrolysats
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Equation 22

150,1 150,1 46
CC5 extrais — CC5 + m Cfurfural + ? (CAcide formique — m CAcide lévulinque)

Concentrations en g/L dans les hydrolysats

Masse molaire (g/mol)

Hexoses 180,2
Pentoses 150,1
HMF 126,1
Furfural 96,1
Acide Formique 46,0
Acide Lévulinique 116,1

Tableau 54 : Masses molaires des hexoses, pentoses, et produits de dégradation

5 Evaporation de I’hydrolysat

Certains hydrolysats ont été concentrés par evaporation en vue de les fermenter. Ces
évaporations ont été effectuées a 70°C sous une pression de 35 kPa dans un rotavapeur jusqu’a
évaporation du volume voulu.

C. Fermentation

1 Fermentations d’hydrolysats et étude des inhibiteurs

Les fermentations sont effectuées dans des flacons en verre de 100 mL. L’ensemble du matériel
non stérile utilisé est tout d’abord stérilisé a la vapeur par autoclave (15 min a 120 °C).

Vingt millilitres de solution a fermenter (hydrolysat ou solution synthétique) sont introduits
dans le flacon. Cinq millilitres d’une solution de sulfate d’ammonium a 10 g/L et de sulfate de
magnésium a 2 g/L sont ajoutés, comme source azotée. Le pH est alors ajusté a 4,5 a I’aide
d’une solution de soude (20 g/L) ou d’acide sulfurique (20 g/L). Trois grammes de levures
S. cerevisiae Sigma Aldrich, seches, sont ajoutés pour obtenir une concentration en levures
d’environ 10 g/L.

Le flacon est ensuite fermé hermétiquement avec un bouchon muni d’un septum et placé sous
agitation dans une etuve régulée a 30°C. Si nécessaire, des prélévements sont effectués a 1’aide
d’une seringue et d’une aiguille stérile a travers le septum. Le milieu de fermentation est alors
filtré directement a 1’aide d’un filtre seringue (membrane en nylon de porosité 0,45 pum) et
congelé s’il n’est pas analysé directement.
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Les levures Sigma Aldrich utilisées ne sont pas livrées pures, mais sur un substrat. Or, une
partie de celui-ci peut étre fermenté. Pour évaluer 1’éthanol produit provenant de ce substrat, et
non du milieu de fermentation, des blancs sont effectués. Il s’agit de fermentations similaires
aux précédentes, si ce n’est que le milieu de fermentation est composé uniquement d’eau
distillée. Les quantités d’éthanol mesurées dans ces blancs sont alors retranchées aux mesures
effectuées sur les autres fermentations.

2 Acclimatation des levures a un hydrolysat concentreé

2.1 Constitution des milieux de culture

En plus de la souche de levure fournie par Sigma Aldrich, quatre autres souches ont été utilisées
pour ces expériences. Ces souches ont été recues sous forme de poudre séche d’Equateur. Les
cinq souches ont tout d’abord ¢été¢ mises en solution dans de 1’eau distillée stérilisée, puis
directement transférées dans des boites de Petri préalablement remplies d’un milieu composé
de YPD et d’agar stérile.

Les boites de Petri sont placées plusieurs jours dans un étuve régulée a 30 °C.

2.2 Solutions utilisées pour I’acclimatation

L’objectif est d’acclimater les levures a un hydrolysat concentré (contenant environ 100 g/L
d’hexoses) en augmentant petit a petit la proportion d’hydrolysat présente dans leur milieu de
fermentation. Deux solutions ont été préparées, 1’une contenant 1’hydrolysat et I’autre étant un
milieu de fermentation optimal pour les levures.

L’hydrolysat utilisé provient d’une autohydrolyse 170 (cf. Tableau 50 ci-dessus). Il est ensuite
concentré par évaporation afin de multiplier par 4 sa concentration en hexoses, puis il subit une
hydrolyse secondaire selon la référence (d’apres [173]). De ’acide acétique et du furfural est
perdu durant I’évaporation. L’objectif étant de fermenter un hydrolysat concentré contenant
I’ensemble de ses inhibiteurs pour se placer dans le cas le plus défavorable, de I’acide acétique
et du furfural est alors ajouté pour compenser les pertes. Afin de fermenter ce milieu, une source
d’azote y est également ajoutée sous forme de YNB. Il est conseillé par le fournisseur d’en
utiliser 6,7 g pour 5 g de sucres fermentescibles, c’est pourquoi une concentration finale en
YNB de 134 g/L est visée, puisque I’hydrolysat contient environ 100 g/L d’hexoses. Cette
solution est ensuite stérilisée par filtration (filtre de 0,45um).

L’autre solution utilisée est une solution d’eau distillée stérilisée contenant 100 g/L de glucose
et 134 g/L de YNB, Cette solution est de nouveau stérilisée par filtration.

Ainsi, tout mélange de ces deux solutions contient la méme quantité de sucres fermentescibles
et de YNB. Ceci permet de réduire le stress occasionné aux levures lors d’un passage d’une
solution a I’autre pendant 1’acclimatation.

2.3 Acclimatation

Avant toute chose, les levures sont cultivées pour produire de la biomasse : des colonies sont
transférées de la boite de Petri dans 30 mL de YPD, milieu contenant a la fois une source de
carbone et une source d’azote. Elles sont laissées plusieurs jours sous agitation a 30°C pour se
multiplier.
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Le contenu est ensuite transféré dans un tube de centrifugation de 10 mL. Les levures sont alors
isolées : le tube est centrifugé (5 min & 3000 tr/min) et le surnageant est retiré. Les levures sont
ensuite lavées avec de 1’eau distillée stérilisée : 8 mL d’eau sont ajoutés, les levures sont mises
en suspension puis le tube est de nouveau centrifugé et le surnageant retiré. Trois lavages
successifs suivant sont effectués.

Ensuite commence 1’adaptation proprement dite. Elle se déroulera en 4 étapes, avec des milieux
de fermentation contenant successivement 0%, 25%, 50%, 75% et 100% d’hydrolysat. Deux
séries d’essais ont été effectuées.

2.3.1 Premiére série d’essais

Le premier milieu de fermentation, composé de 4 mL de la solution de glucose et de YNB, est
introduit dans un tube a centrifuger, ainsi que 0,4 mL de levures prélevées a la micropipette
dans le milieu de culture. Le tube a centrifuger, fermé hermétiquement, est laissé 24h sous
agitation dans une étuve a 30°C. Il est ensuite centrifugé et le surnageant est récupéré et congelé
pour analyses.

La deuxiéme étape de 1’acclimatation peut débuter. Comme précédemment, 0,4 mL de levures
sont prélevés et transférés dans un nouveau tube a centrifuger contenant un milieu de
fermentation contenant 25% d’hydrolysat, soit 1 mL de la solution d’hydrolysat et de YNB et
3 mL de la solution de glucose et YNB. Le tube a centrifuger, fermé hermétiquement, est laissé
24h sous agitation dans une étuve a 30°C. Il est ensuite centrifugé et le surnageant est récupéré
et congelé pour analyses.

L’opération se répete pour des milieux de fermentation contenant successivement 50% ; 75%
et 100% d’hydrolysat.

2.3.2 Deuxiéme série d’essais

Les résultats de la premiere série d’essais ne se sont pas révélés concluants. Il est possible que
cela soit d0 a la faible quantité de levures transférée entre chaque étape. Pour remédier a cela,
c’est le milieu de fermentation qui sera transféré, et non les levures.

Apreés avoir cultivé les levures dans du YPD, celle-ci sont lavées trois fois (voir partie 2.3 ci-
dessus). Apres le dernier lavage, le tube est centrifugé et le surnageant est retiré. 1l ne reste alors
plus que les levures dans le tube. L’acclimatation peut commencer. Quatre millilitres de la
solution composeée de glucose et de YNB sont ajoutés dans le tube de centrifugation (étape a
0% d’hydrolysat). Le tube est placé 24 heures sous agitation dans une étuve régulée a 30°C. Le
tube est ensuite centrifugé et le surnageant est récupéré et congelé pour analyses. Les levures
sont lavées trois fois a 1I’eau distillée comme précédemment, avant d’y ajouter 4 mL du milieu
de fermentation suivant (25% d’hydrolysat), pour une nouvelle fermentation de 24h.

Ce cycle est répété successivement en ajoutant des milieux contenant 50%, 75% et 100%. Les
fermentations contenant 75% et 100% ont été laissées 72h a fermenter, et non 24h.

Des fermentation de contrdle consistant a fermenter des milieux contenant 50%, 75% et 100%
d’hydrolysats avec les levures de départ non acclimatées ont été effectuées : des levures
cultivées dans du YPD seul (milieu de culture) sont lavées trois fois comme ci-dessus. Apres le
dernier lavage, le tube est centrifugé et le surnageant est retiré. Le milieu de fermentation voulu
est alors ajouté aux levures, puis la fermentation est effectuée pendant 24h a 30°C sous
agitation.
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D. Analyses

1 Teneur en saccharides

1.1 Analyse des monosaccharides

Les teneurs en arabinose, galactose, glucose, xylose et mannose dans les hydrolysats et les
milieux de fermentation ont ét¢ mesurées par chromatographie haute performance d’échange
d’anions a haute pression couplée a un détecteur a ampérométrie pulsée (HPAEC-PAD, pour
High Performance Anion Exchange Chromatography — Pulsed Amperometric Detection). Le
systéme de chromatographie est un modele Dionex ICS 5000, composé d’une colonne de garde
(50 mm x 4 mm), d’une colonne CarboPac PA10 (250 mm % 4 mm) et d’un détecteur a
ampérométrie pulsée composé d’une électrode de référence et d’une électrode d’or. Le tout est
placé dans une enceinte thermostatée a 25°C. L’¢luant est composé de potasse fournie par un
générateur d’éluant placé entre la pompe et la colonne. Son débit est de 1 mL/min. La
concentration de potasse est de 2 mmol/L pendant I’acquisition, qui dure 30 min. Ensuite, sa
concentration est fixée & 100 mmol/L pendant 20 min afin de nettoyer la colonne entre deux
analyses. Pour finir, la concentration passe de nouveau a 2 mmol/L pendant 15 min pour
stabiliser la colonne avant ’analyse suivante. Le logiciel Chromeleon (Dionex) est utilisé pour
exploiter les analyses.

Le volume d’injection est de 25 pL. Les concentrations maximales mesurables pour chaque
monosaccharide sont de 40 mg/L, au-dela desquelles le détecteur sature. Une série de cing
standards est injectée en début de séquence. Une nouvelle série de standards est injectée apres
’analyse de dix échantillons. Ces standards contiennent les cinq monosaccharides étudiés a des
concentrations de 5, 10, 20, 30 et 40 mg/L.

Les échantillons a analyser sont dilués pour atteindre une concentration inférieure a 40 mg/L
puis filtrés (filtre & membrane, 0,45 pm).

Les temps de rétention sont suffisamment éloignés entre chaque pic pour bien les différencier,
si ce n’est entre le xylose et le mannose, dont les résultats sont jugés cependant fiables (Figure
98).
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Figure 98 : Exemple de spectre obtenu pour une autohydrolyse 170 ayant subie un traitement secondaire
de dépolymérisation

La répétabilité de I’appareil a été évaluée en analysant dix fois de suite le méme échantillon.
Aucune déviation n’a été observée (Figure 99). Les variations des mesures sont infeérieures a
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2,5% (Tableau 55). Un coefficient de variation de 5% a été pris pour référence dans les calculs

d’incertitudes.

=== Arabinose === Glucose

35L

Galactose === Xylose ==ie=Mannose

30

Concentration (mg/L)

Ne échantillon

Figure 99 : Concentrations en saccharides d’un échantillon analysé dix fois de suite pour évaluer la
répétabilité de ’analyse des saccharides

Ccv
Arabinose 1,52%
Glucose 1,05%
Galactose 1,37%
Xylose 0,35%
Mannose 2,39%

Tableau 55 : Coefficients de variation mesurés lors de I’étude de la répétabilité de I’analyse de saccharides

1.2 Analyse des polysaccharides

Le systtme de chromatographie précédent detecte uniquement les monosaccharides. Pour
connaitre la teneur en oligomeres et polymeres, il est indispensable d’effectuer une
dépolymérisation totale de ces molécules, puis d’analyser de nouveau 1’échantillon. Ensuite,
par différence entre la mesure des monosaccharides et celle-ci, la teneur en polysaccharides
peut étre déterminée.

Pour obtenir une dépolymérisation totale, une méthode de référence est utilisée [173]. Dans un
tube a essai, 5 mL de solution sont mélangés & 1 mL d’acide sulfurique a 24% (w/w). Le tube
est hermétiquement fermé et placé 60 min a 120°C dans un chauffe-tube avant d’étre refroidit

) . . ’ . . 1.y, 6
dans de I’eau fraiche. Les concentrations mesurées sont bien entendu multipliées par S pour
obtenir les teneurs reelles, avant la dépolymérisation.
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2 Teneur en autres COMposes

Les teneurs en HMF, furfural, éthanol, glycérol, acides acétique, formique et lévulinique sont
mesurées par High Performance Liquid Chromatography (HPLC). La chaine de
chromatographie est composée d’une pompe et d’un passeur d’échantillon de marque Thermo
Fisher, d’une pré-colonne (3 mm % 5 mm, Varian) et d’une colonne a échange de ligand (Hi-
Plex H 7,7 mm x 300 mm, Varian) placées dans une enceinte thermostatée a 65°C. Le détecteur
utilisé est un refractométre ERC 1715A. L’indice de réfraction est mesuré a 35°C. L’éluant est
constitué¢ d’acide sulfurique a 5 mmol/L, dont le débit est fixé a 0,6 mL/min. Le logiciel
ChromQuest, fourni par Thermo Fisher, est utilisé pour traiter les analyses. Le volume
d’injection est de 10 pL.

Les temps de rétention des différentes especes détectées sont donnés dans le Tableau 56. Les
pics représentants le glycérol et I’acide formique sont quasiment superposés. Ainsi, il est
impossible d’en mesurer la concentration quand les deux especes sont présentes. Il a été
considéré que lors d’une fermentation ne contenant pas d’acide formique initialement, seul du
glycérol était créé. Par ailleurs, lors d’une hydrolyse, il a été considéré que seul de I’acide
formique était présent dans 1’hydrolysat. Généralement, il est possible visuellement, a la forme
du pic, de savoir si les deux especes sont présentes.

Les pics formés pas I’acide formique et 1’acide 1évulinique sont également tres proches. Il est
impossible de déceler la présence d’une faible quantité d’acide Iévulinique couplée a une forte
concentration en acide acétique. C’est notamment le cas pour les hydrolysats concentrés (cf.
chapitre I, partir C.2.3 et chapitre I11).

Temps de rétention (min)

Glycerol 14,3
Acide formique 145
Acide acétique 15,8
Acide lévulinique 16,6
Ethanol 22,1
HMF 29,8
Furfural 43,7

Tableau 56 : Temps de rétention des composés mesurés par HPLC

Deux séries de quatre standards sont injectées au début de chaque séquence d’injection, dont
les concentrations sont données dans le Tableau 57. Ainsi, les étalonnages des espéces aux
temps de rétentions proches ne sont pas biaises. Les échantillons analysés sont dilués si les
concentrations des produits analysés sont supérieures aux concentrations du standard 1.

IIs sont ensuite filtrés (0,45 um en nylon). Les échantillons contenant des hydrolysats sont de
plus filtrés pour éliminer les cations métalliques qu’ils contiennent, ceux-ci pouvant se greffer
sur la résine de la colonne, diminuant son efficacité. Un filtre seringue doté d’une résine
échangeuse d’ion est utilisé (filtres Bond Elut Jr-SCX, 500 mg d’ Agilent Technologies).
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Série Niveau d’étalonnage 1 2 3 4

Acide formique 6,10 4,57 3,05 1,52
Acide acétique 3,95 2,96 1,98 0,99
1 Ethanol 6,95 5,21 3,48 1,74
HMF 2,69 2,01 1,34 0,67
Furfural 4,87 3,65 2,44 1,22
2 Glycérol 5,00 3,75 2,50 1,25
Acide lévulinique 2,59 1,94 1,29 0,65

Tableau 57 : Concentrations des standards utilisés lors des mesures effectuées avec PHPLC (g/L)

Une étude de la répétabilité des mesures a été effectuée. Un échantillon d’autohydrolysat,
contenant de 1’acide formique, de 1’acide acétique, du HMF et du furfural a été analysé dix fois
de suite. Comme pour 1’analyse des saccharides, aucun déviation n’est observée (Figure 100).
Les coefficients de variations calculés ne dépassent pas 3% (Tableau 58). Comme pour
I’analyse des saccharides, un coefficient de variation de 5% a été appliqué dans le calcul des
incertitudes.

== Acide formique == Acide acétique HMF === Furfural
40000 -

35000 - L e—

30000 -
25000 -
20000 H i——a—= iy
15000 -
10000 -

sooor ———————————o
0

Aire des pics

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ne° échantillon

Figure 100 : Aires des pics d’un échantillon analysé dix fois de suite pour déterminer la répétabilité de la

mesure

CcVv
Acide formique 2,91%
Acide acétique 1,26%
HMF 0,88%
furfural 2,13%

Tableau 58 : Coefficients de variation mesurés lors de I’étude la répétabilité de la chaine HPLC
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3 Composition des copeaux

Les compositions moyennes des copeaux de bois de départ et apres autohydrolyse 170 ont été
mesurées (cf. chapitre 11, partie A et B.2). Les copeaux de bois sont laissés plusieurs jours a
I’air ambiant pour les sécher et homogénéiser leur humidité. Ils sont ensuite broyés et tamisés
(60 mesh) et leur humidité mesurée.

3.1 Extraits

La teneur en extraits a I’acétone a été mesurée sur les copeaux du bois de départ broyés en
utilisant un ASE (Accelerated Solvant Extractor), en I’occurrence 1I’ASE 5000 de Dionex.
L’échantillon, 7 a 8 grammes, est inséré dans une cellule en zirconium qui est ensuite placé
dans I’appareil.

Le cycle suivant est programmé dans ’appareil : montée en température a 100 °C—
Remplissage de la cellule avec I’acétone—Maintien de la température de 100 °C pendant 5
min—Purge de I’acétone avec de I’azote pendant 290s.

Ce cycle est effectué trois fois de suite sur la cellule, qui est ensuite rincée a 1’acétone une
derniére fois. Le bois moulu est ensuite récupére, séche et pesé. La différence de masse avec le
bois introduit avant I’extraction permet de déterminer le taux d’extraits a I’acétone contenu dans
le bois.

3.2 Composition en saccharides

Pour connaitre la composition en saccharides du bois, le bois moulu et extrait a 1’acétone est
entierement hydrolysé, selon la norme TAPPI T 249 cm-00.

Une premiére hydrolyse est effectuée sur 350 mg de bois avec 3 mL d’acide sulfurique 72%
(w/w) pendant 60 min a 30°C dans un tube a essai. Ensuite, 84 mL d’eau distillée sont ajoutés
et le tout est transfére dans une bouteille en verre. Celle-ci est hermétiquement fermee pour
effectuer une seconde hydrolyse dans un autoclave a 120°C pendant 60 min. Le contenu de la
bouteille est alors filtré (creuset de porosité 4). A la suite de ces deux hydrolyses, I’ensemble
de la cellulose et des hémicelluloses est hydrolysé sous forme de monomeéres, qui se trouvent
dans le filtrat. Celui-ci est analysé avec la HPAEC-PAD vue ci-dessus pour connaitre les
compositions en saccharides. Deux dilutions sont utilisées. Une grande (facteur de dilution de
50) pour évaluer la teneur en glucose, et une plus faible (facteur de dilution de 10) pour évaluer
les teneurs pour les autres saccharides présents en plus faible quantité.

Les teneurs en hexoses et pentoses sont corrigées pour obtenir les hexosanes et pentosanes
correspondants présents dans le bois. Il est tenu compte du gain d’une molécule d’eau pendant
leur hydrolyse. Les Equation 23 et 24 donnent les équivalences, calculées a partir des masses
molaires

Equation 23

Pent 132 )
= — X
entosanes 150 pentoses

Equation 24
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H 180 h
=—X
exosanes 162 exoses

La teneur en acide acétique peut étre mesurée avec I’HPLC vue ci-dessus afin d’évaluer la
teneur initiale en groupes acétyles. La teneur en groupes acétyles est calculée suivant I’Equation
25. La teneur en groupes acétyles dans le bois a été déterminée pendant les prétraitements. Lors
de hydrolyses acide menées avec 1 et 3% d’acide sulfurique par rapport au bois et de
I’extraction alcaline, la quantité de groupes acétyles extraite est dans chaque cas de 1,3 gramme
pour 100 g de bois. Il a été considéré que dans ces cas, la totalité des groupes acétyles avaient
été extraits.

Equation 25
43

Cgroupes acétyles — @ Cacide acétique

3.3 Teneur en lignine klason et lignine soluble dans I’acide

3.3.1 Teneurs dans le bois

Les teneurs en lignine des copeaux de bois de départ et apres chaque prétraitement ont été
évaluées par la norme TAPPI T 222 om-88 pour la lignine klason et TAPPI UM 250 pour la
lignine soluble dans I’acide.

Pour la lignine klason, 1 g de bois moulu extrait a 1’acétone est mélangé a 15 mL d’acide
sulfurique a 72% (w/w). Le tout est laissé a hydrolyser pendant 2 heures a 20°C, puis est
transféré dans un erlenmeyer dans lequel de I’eau distillée a été ajoutée pour atteindre un
volume total de 575 mL. Une seconde hydrolyse est alors menée en laissant bouillir 4 heures le
mélange sans fermer I’erlenmeyer. De I’eau distillée est ajoutée régulierement pour compenser
les pertes dues a 1’évaporation. La solution est ensuite filtrée (creuset de porosité 4 dont la
masse est connue). La matiére n’ayant pas pu passer a travers le creuset représente la lignine
klason. Le creuset est séché 24h dans une étuve a 105°C puis pesé pour déterminer la proportion
de lignine klason présente dans le bois.

Le filtrat est utilis¢ pour déterminer la quantité de lignine soluble dans 1’acide présente dans le
bois. Cette teneur est donnée par la mesure d’absorbance a 205 nm de ce filtrat, par rapport a
une solution de référence composée d’acide sulfurique a 3% (w/w). La concentration en acide
sulfurique est en effet de 3% dans le filtrat. L’absorbance doit étre située entre 0,2 et 0,7, une
dilution peut étre nécessaire (effectuée avec de 1’acide sulfurique 3%).

La concentration en lignine soluble est donnée par 1’équation suivante :

Equation 26
absorbance

Concentration lignine soluble (g/L) = 110

Avec D : facteur de dilution
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3.3.2  Teneur dans les hydrolysats

La lignine extraite lors des prétraitements acides peut étre mesurée de deux fagons : en calculant
la différence entre la teneur dans les copeaux avant et apres extraction, ou directement dans les
hydrolysats, en utilisant les données de la norme TAPPI UM 250. Les hydrolysats ont été diluées
avec de I’acide sulfurique a 3% pour atteindre une absorbance a 205 nm située entre 0,2 et 0,7.
L’Equation 26 est alors utilisés. De plus, la mesure de lignine a été corrigée du fait de la
présence du furfural, espéce qui absorbe également a 205 nm. L’absorbance due au furfural a
été évaluée. Une courbe reliant 1’absorbance a la concentration en furfural pur (Figure 101 et
Equation 27) permet de calculer dans un hydrolysat la part d’absorbance a 205 nm dévolue au
furfural, dont on connait la concentration. Ainsi, cette absorbance peut étre retranchée a
I’absorbance globale.

La part due au furfural est toutefois relativement faible, elle représente 7% de 1’absorbance due
a la lignine dans le cas de I’hydrolyse acide, et moins de 1% pour les autohydrolyses.

0,9 -
08 -
0,7 -

[«5]

206 -

@

205

3904 -
03 -
02 -
0,1 -
0,0

0 20 40 60 80 100 120
Concentration en furfural (mg/L)

Figure 101 : Absorbance a la longueur d’onde de 250 nm du furfural

Equation 27
Absorbance = 0,0086 X Cgypfura; + 0,0075

Avec C : Concentration en furfural en mg/L

La lignine mesurée de cette fagcon dans les hydrolysats provient de la lignine soluble dans
I’acide, mais également de composés de lignine klason ayant été extraits du bois, sans pouvoir
les distinguer. C’est pourquoi il n’est fait mention que de lignine, au sens large, dans les parties
correspondantes (chapitre I1).
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3.4 Calcul de la composition en hémicelluloses et cellulose

Le calcul de la composition des copeaux (cf. chapitre Il, partie A) a été fait a partir d’une
publication de Janson [169]. Les parametres utilisés sont données dans le Tableau 59.

Paramétres d’entrée Variable Valeur choisie
Galactose GA 3,5%!
] Glucose GL 67,6%!
g pour 100 g de saccharides dans
I'échantillon, sous forme Mannose MA 17,0%*
hydratée
Arabinose AR 3,4%!
Xylose XY 8,5%?
3 = - -
% daps I'échantillon dfzs non saccharides S 38.9%!
(lignine et groupes acétyles)
ratio molaire arabinose/xylose dans xylane A 0,09—0,142
ratio molaire mannose/glucose dans GGM M 2,8—4,3?
ratio molaire galactose/glucose dans GGM G 0,2—12

Tableau 59 : Variables d’entrées pour le calcul la teneur en hémicelluloses VValeurs mesurées 2Valeurs
déterminées dans la littérature (chapitre I, partie A.1)

A partie de ces variables, il est possible de déterminer la teneur totale en polysaccharides (P,
Equation 28), et la quantité de polysaccharides pour 100 g de monosaccharides (N, Equation
29), en prenant en compte les ratios déja utilisés dans les Equations 21 et 22.

Ces nouvelles variables permettent de déterminer les teneurs en xylanes (Equation 30), GGM
(Equation 31) et Cellulose (Equation 32) de I’échantillon analysé. Les groupes acétyles ne sont
pas pris en compte dans cette étude. Il a été considéré qu’ils étaient intégralement liés aux GGM.
Ainsi la teneur exacte en GGM est donnée par 1I’Equation 33.

Equation 28
P=100-S
Equation 29
N = 0,88 x (XY + AR) + 0,90 x (GA + GL + MA)
Equation 30

088xXYX(1+A)XP
N

XYLANES =
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Equation 31

0,90 X MA X (1+l+£) X P
— M M
GGM =
N
Equation 32
0,90 x (GL —MWA) X P
CELLULOSE = N
Equation 33

GGM;ota1 = GGM + Acétyles

Acétyles : teneur en groupes acétyles en gramme pour 100 g de bois
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Annexe I : les procédés de détoxification

Les procédés de détoxification ont déja été abordés dans le chapitre | (partie C.2.3). Il s’agit de
procedes utilisés pour réduire le caractere inhibiteur des hydrolysats destinés a étre fermentes.
Il existe plusieurs traitements pouvant détoxifier un hydrolysat. Le choix du traitement dépend
des composés inhibiteurs a éliminer, ainsi que de données économiques.

A. Procédé alcalin (overliming)

L’overliming est un procédé qui consiste & augmenter le pH de I’hydrolysat a 1’aide d’un
alcali, jusqu’a obtenir un précipité. Une fois ce précipité éliminé (filtration, centrifugation...),
le pH peut de nouveau étre ajusté pour la fermentation [142]. Ce procédé permet de réduire la
teneur en furanes et composés phénoliques, mais n’a aucun impact positif sur les acides
organiques. Le choix de I’alcali, le pH, la durée ainsi que la température du traitement sont les
parametres a choisir judicieusement. Un traitement trop sévére peut étre néfaste. En milieu
alcalin, les sucres peuvent étre dégradés en acide formique (réaction de peeling), mais
également en acide acétique et en composés phénoliques [139], [143]. De plus, 1'utilisation
d’ions inorganiques peut inhiber la fermentation. Il est donc possible d’¢éliminer furanes et
composés phénoliques sans pour autant augmenter la production d’éthanol, du fait de I’impact
négatif des ions et de la dégradation des sucres.

L’overliming était a ’origine effectué¢ a partir d’hydroxyde de calcium, ou chaux éteinte
(Ca(OH)2). Un precipité de sulfate de calcium (gypse, CaSQOa) se forme pendant le traitement,
sous-produit qu’il faut valoriser. L’overliming désigne dorénavant tout traitement alcalin de
détoxification, qui peut étre effectué également avec de I’ammoniaque (NH4OH), de
I’hydroxyde de magnésium (Mg(OH).), de I’hydroxyde de baryum (Ba(OH).), ou de la soude
(NaOH).

Une étude menée sur un hydrolysat résultant de I’hydrolyse acide d’épicéa, avec S. cerevisiae
comme levure, a permis de déterminer 1’influence du pH et de la température d’un traitement a
I’hydroxyde de calcium durant 3 heures (Tableau 60). L’augmentation de la température et du
pH entrainent une hausse de la quantité de furanes et composés phénoliques éliminés, ainsi
qu’une augmentation de la quantité de sucres dégradés. Ainsi, dans tous les cas, les
concentrations en acides formique et acétique augmentent pendant le traitement. Pour les
traitements les plus séveres (pH et températures élevés), les composés phénoliques augmentent
également, du fait de la dégradation des sucres, les furanes sont totalement eéliminés, au prix de
pertes en sucres pouvant étre jugées inacceptables. Les meilleurs rendements de fermentation,
calculés a partir des sucres fermentescibles présents avant le traitement, sont obtenus pour des
réactions a haut pH et a températures intermédiaires (30°C), et bas pH et températures plus
élevées (pH 9 et 10, température de 55°C). Le meilleur traitement (30°C, pH 12), permet
d’augmenter ce rendement de 20% par rapport a une fermentation sans détoxification. Il a
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permis d’éliminer 65% du HMF, 53% du furfural, 12% des composés phénoliques tout en
préservant plus de 85% des sucres fermentescibles. L’utilisation de soude ne permet pas
d’obtenir d’aussi bons résultats. Au mieux, un rendement supérieur de 11% est obtenu a un pH
de 9 et a une température de 80°C (Tableau 60) [144]. La soude est moins néfaste pour les
sucres que le Ca(OH),, mais son pouvoir de détoxification est également plus faible [139],
[144].

Le NH4OH s’avere finalement plus efficace que le Ca(OH)., la NaOH, le Mg(OH). et le
Ba(OH). [143]. Il préserve la dégradation des sucres, tout en éliminant une quantité
significative de furanes et composés phénoliques (Tableau 60). Un traitement a un pH de 9,
pour une température de 55°C permet d’¢éliminer 32% de HMF, 34% de furfural et 13% des
composés phénoliques tout en limitant la dégradation des hexoses a 7%. Des traitements plus
séveres permettent d’éliminer 50% des furanes en dégradant moins de 8% des hexoses [144].
L’utilisation d’ammoniaque génére en outre un précipité moins important que I’hydroxyde de
calcium. Cependant, il possede un pouvoir tampon sur le pH, qui nécessite une consommation
plus élevée de réactifs pour retrouver un pH acide préalable a la fermentation.

Il est également possible d’utiliser le sulfite (SO3%) pour un traitement alcalin. Ce traitement
permet de diminuer la teneur en HMF et furfural [142]. En mettant 1% (w/v) de sulfite de
sodium dans un hydrolysat a un pH de 5,5 pendant 1h, les teneurs en HMF et furfural d’un
hydrolysat acide d’épicéa sont réduites de 40% [146].
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B. Résines échangeuses d’anions

L’utilisation de résines échangeuses d’anions permet de purifier I’hydrolysat de la plupart de
ses inhibiteurs. Effectuée sur un hydrolysat acide de bagasse de canne a sucre, elle a permis
d’éliminer 63,4% des furanes, 75,8% des composés phénoliques et 85,2% de 1’acide acétique
[145]. Le pH du traitement a une influence capitale sur le résultat. Un pH alcalin augmente le
ratio des formes dissociées des acides, qui sont donc éliminées en plus grande quantité par les
résines. Pour les mémes raisons, la quantité de composés phenoliques et furanes éliminée
augmente, ainsi que celle des sucres (Tableau 61). Un compromis est donc nécessaire.

oH Glucose + , Ac_id_e A,c?de Aci_de Furfural HME Cc,>mp_osés
mannose lévulinique acétique formique phénoliques
Référence 100 100 100 100 100 100 100
55 92 14 11 8 69 74 31
10 74 7 4 3 27 30 9

Tableau 61 : Résultats de traitements sur résines échangeuses d’ions a deux pH différents [146]

La résine échangeuse d’ions est un procédé d’une efficacité redoutable, éliminant en quantité
importante tous les inhibiteurs.

C. Charbons actifs

Le procédé aux charbons actifs consiste a mettre en contact un hydrolysat et des charbons actifs.
Ce procédé, utilisé pour éliminer les composés phénoliques [147], a montré également une
aptitude a diminuer les concentrations en furanes et acide acétique. Le charbon peut étre
régénéré, par exemple en le mettant quelques heures dans de 1’eau bouillante [148]. Appliqué
sur de I’hydrolysat acide de bagasse de canne a sucre, il a permis de diminuer les concentrations
en furanes, composés phénoliques et acide acétique de 38,7%, 57% et 46,8% respectivement.
De méme, mettre en contact un gramme de charbons actifs et 100 mL d’un hydrolysat résultant
d’une autohydrolyse ou d’une hydrolyse acide d’eucalyptus pendant 12 heures a permis de
réduire la concentration en lignine soluble de 67%, sans affecter significativement les
concentrations en sucres [171].

A un ratio plus important d’un gramme pour 5 mL d’hydrolysat, 95% des composés dérivés de
la lignine sont retirés [148].
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D. Evaporation

L’évaporation a déja été abordée dans ce chapitre en tant que procédé utilisé pour concentrer
un hydrolysat. (cf. partie A.2 de ce chapitre).

Elle permet d’éliminer les acides acétique et formique, le furfural et le HMF. En plus des
résultats présentés précédemment, I’évaporation de 10% d’un hydrolysat résultant d’une
hydrolyse acide d’épicéa n’a eu qu’un faible impact sur les concentrations de ces inhibiteurs,
alors que I’évaporation de 90% de I’hydrolysat a permis d’extraire, 65% d’acide acétique, 74%
d’acide formique et 100% du furfural [146]. Par ailleurs, laisser bouillir 3h un hydrolysat
d’eucalyptus (explosion a la vapeur) en maintenant le volume constant par ajout d’eau, a permis
de faire chuter la concentration d’acide acétique de 31,2 a 1,0 g/L [148].

E. Détoxification par voie enzymatique

Des enzymes peuvent étre utilisées pour transformer les composés inhibiteurs en composés
moins toxiques pour les levures. Les plus utilisées sont les laccases. Celles-ci permettent
d’éliminer les composés phénoliques, a priori en les faisant polymériser [142], mais n’a pas
d’effet sur les autres inhibiteurs [146]. Un traitement avec ces enzymes a permis de diminuer
de 80% la teneur en composés phénoliques d’un hydrolysat résultant d’une hydrolyse acide
d’épicéa [146]. Des résultats similaires ont été obtenus sur de I’hydrolysat acide de bagasse de
canne a sucre [145], [147].

F. Détoxification biologique

Il est possible d’utiliser des microorganismes pour détoxifier des hydrolysats. Ils peuvent
produire des laccases, efficaces sur les composés phénoliques (voir ci-dessus), comme
Trametes versicolor [142] ou Cyathus stercoreus [145].

D’autres microorganismes peuvent avoir un comportement similaire a S. cerevisiae, en
transformant HMF et furfural en 2,5-bis-hydroxymethylfuran et alcool furfurylique [47].
Trichoderma reesei fait I’objet de beaucoup d’études. Placée dans un hydrolysat, cette bactérie
a permis de réduire les concentrations en acide acétique, furfural et de dérivés d’acide
benzoique [142]. Dans une autre étude, ce procédé a permis de diminuer les concentrations en
HMF et furfural de 25% et 85% [146]. Une souche génétiquement modifiée d’E. coli (LYO1)
a eu un impact positif sur la concentration en furfural [186]. Amorphotheca resinae ZN1, un
champignon génétiquement modifié peut, quant a lui, réduire les concentrations en acide
acetique, acide formique, HMF et furfural [187].
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G. Addition de produits chimiques

Certains produits chimiques, ajoutés dans un milieu de fermentation inhibé, ont la capacité
d’augmenter les rendements de fermentation en diminuant la nocivité des inhibiteurs. L ajout
de dithionite (S204%) a5 et 10 mM a permis d’améliorer les rendements de fermentation d’un
hydrolysat [149], bénéficiant du pouvoir oxydant de cet anion. Le sulfite, déja évoqué lors du
traitement alcali (voir plus haut), possede la méme propriété.

Certains composés peuvent directement agir sur la levure, comme le tréhalose, qui protége la
membrane, ou la glutathion [47].

H. Conclusion sur les traitements de détoxification

L’ajout d’un procédé de détoxification peut nuire a la rentabilité globale du procédé. S’il est
inévitable d’en appliquer, le choix du procédé dépend des inhibiteurs les plus néfastes présents
dans I’hydrolysat et du colit de sa mise en ceuvre. Il est également possible d’utiliser plusieurs
procédés successivement. Le Tableau 62, rappelé ci-dessous, montre 1’efficacité relative de
chaque traitement sur les inhibiteurs.

Traitement HMF Furfural acﬁéiilgﬁe fo?&li?qze Acide lév. pig:;?%sj; Dégrzgg:g:n des
Ca(OH). ++ ++ - - 0 + ++
NH4OH +++ +++ ++ +
NaOH + + 0 0 + +
Résines + + +++ +++ +4++ +4++ +
Charbons actifs + ++ + 4+ +
Evaporation + +++ ++ ++ 0
Laccases 0 0 0 0 0 +++ 0
T. reessei + ++ 0 0 0 0
A. resinae ++ ++ ++ ++

Tableau 62 : Effets relatifs des différents procédés de détoxification sur les inhibiteurs
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Annexe II : Détails de I’étude technico
économique

A. Etude d’un procédé utilisant P’extraction en
milieu quasi-neutre

Description du procédé :

Le procédé global est décrit sur la Figure 102. Ses principales étapes sont :
» L’extraction des hémicelluloses avec de la liqueur verte diluée (3% d’alcali) en présence
également d’anthraquinone (0,05% par rapport au bois)
La concentration de I’hydrolysat dans une série de flash tanks, une partie est recyclée
vers 1’étape d’extraction
Le lavage des copeaux. Les eaux de lavage, contenant des hémicelluloses solubilisées,
sont ensuite mélangées a 1’hydrolysat
L’hydrolyse acide de cet hydrolysat (2,84 % (w/w) d’acide sulfurique, soit un pH de 1,
a126°C pendant 1,3 h)
Une étape de filtration permettant d’éliminer la lignine qui a précipité lors de
I’hydrolyse acide
Une extraction liquide-liquide permettant d’extraire ’acide acétique et le furfural de
I’hydrolysat (I’acide acétique ferment¢ a partir des acides uroniques est renvoyé ici pour
étre purifié)
» La neutralisation du pH par ajout de chaux vive (CaO). Le gypse formé est eliminé par
filtration
» La fermentation des hexoses et pentoses en éthanol par E. coli KO11 (cf. chapitre 1,
partie C.2.2) et des acides glucuroniques par E. coli B.
» La purification de I’éthanol par distillations, puis déshydratation sur tamis moléculaire

vV VvV V¥V V VYV

Les données utilisées lors du prétraitement et de la cuisson kraft sont résumées dans le Tableau
63. La NNE n’est pas un procédé suffisamment sévere pour permettre d’extraire une quantité
importante d’hémicelluloses. Par exemple, seuls 20 % des xylanes sont extraits. L’avantage de
ce procédé est d’avoir un rendement global (prétraitement et cuisson kraft) quasiment identique
avec ou sans l’extraction des hémicelluloses. Avec une méme consommation de bois, la
production de pate non blanchie finale est donc similaire. De plus, la qualité de la pate n’est
quasiment pas affectée.

Le recyclage de I’hydrolysat couplé aux flash tanks permet d’obtenir une concentration totale
en matiere seche dans I’hydrolysat de 8,5%, soit une concentration en sucres fermentescibles
de 24,5 g/L, et ce malgré le lavage des copeaux. Ce dernier permet en outre de récupérer 80%
des hémicelluloses extraites.
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Référence

Procédé modifié

Alcali 3%
Temps montée en température 60 min
Temps & température 110 min
Température 160 °C
Prétraitement  Facteur H 800
Matériau extrait (g/ 100 g de bois) 10,50%
> Pentosanes (g/ 100 g de bois) 1,95%
> Hexosanes (g/ 100 g de bois) 0,50%
» Lignine (g/ 100 g de bois) 0,73%
Alcali 15% 12%
Sulphidité 30% 30%
Temps montée en température 70 min 7 min
Temps a température 230 min 143 min
Cuisson kraft  Température 170°C 170°C
Facteur H 1500 700
Indice kappa final 16 16
Rendement cuisson 47,0% 52,3%
Rendement global 47,0% 46,8%
Production éthanol kg/ T bois 18,8
Production éthanol kg/ T péte 39,5

Tableau 63 : Données relatives au prétraitement et aux cuissons lors du procédé NNE [172]

Des études ont été effectuées suite a celle-ci pour optimiser la consommation énergétique de
I’usine modele utilisée [188]-[191]. Il s’agit avant tout de I’optimisation du procédé kraft, ¢’est
pourquoi les résultats ne seront pas détaillés ici.
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B.

Etude d’un procédé utilisant I’extraction alcaline

des hémicelluloses

Description du procédé :

Les différentes étapes du procédé sont :

vV WV VY VYV

>

L’extraction a la soude des hémicelluloses

La nanofiltration de I’hydrolysat, permettant de concentrer les hémicelluloses extraites,
et de recycler la soude vers I’extraction

L’hydrolyse secondaire de I’hydrolysat, effectué¢e avec 1,1% d’acide sulfurique & 190°C
pendant 2 min

La concentration de I’hydrolysat, en le faisant passer dans un flash tank et qui permet
en outre d’extraire une partie de 1’acide acétique, du furfural et de ’'HMF.

La détoxification de I’hydrolysat par Overliming avec de la chaux vive a pH 10, suivie
de la neutralisation et de la filtration du gypse

La fermentation des hexoses et pentoses avec une souche de Zymomonas mobilis

Les données relatives a I’extraction et aux cuissons kraft sont résumées dans le Tableau 64. Les
résultats d’extraction sont relativement similaires a ceux du procédé NNE précédent, avec
10,9% de matériau extrait, mais seulement 17% des xylanes. Le rendement global du procédé
avec extraction est 1égerement plus faible que le témoin, ce qui indique que la production de
pate sera également inférieure, a quantité de bois égale. Néanmoins, ce procédé démontre les
mémes avantages que la NNE : un réactif disponible dans une usine kraft et une qualité de pate
inchangée apres 1’extraction.
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Référence Procédé Modifié

% NaOH / bois 26,7%
Temps extraction 4h
Température 90°C
Prétraitement
Matériau extrait (g / 100g de bois) 10,90%
> Pentosanes (g / 100g de bois) 3,01%
> Hexosanes (g / 100g de bois) 1.37%
» Lignine (g / 100g de bois) 1,70%
Alcali 21% 12%
Sulphidité 25% 40%
Temps montée en température 40 min 40 min
Temps a température 35 min 35 min
Cuisson kraft ~ Température 170°C 170°C
Facteur H 614 461
Indice kappa final 23,1 23,3
Rendement cuisson 53,6% 54,0%
Rendement global 53,6% 48,1%
Production éthanol kg/ T bois 18,36
Production éthanol kg/ T péate 38,16

Tableau 64 : Données relatives au prétraitement et aux cuissons lors du procédé a la soude [39]

C. Etude d’un procédé utilisant I’hydrolyse acide
des hémicelluloses

Description du procédé :

Les différentes étapes du procédé sont:

» L’hydrolyse acide des hémicelluloses (plusieurs sévérités ont été appliquées)
Le lavage des copeaux avant I’étape de cuisson kraft (les eaux de lavage ne sont pas
valorisées, les sucres qu’elles contiennent sont perdus)
L’évaporation de I’hydrolysat dans des flash tanks pour étre concentré et en retirer une
partie de 1’acide acétique, du HMF et du furfural
La détoxification de I’hydrolysat en le faisant passer dans une résine ¢changeuse d’ions
L’ajustement du pH de I’hydrolysat avec de la chaux vive pour la fermentation, le gypse
qui en résulte étant retiré
La fermentation des hexoses et des pentoses
La purification de 1’éthanol, qui subit deux distillations successives avant d’étre
déshydraté sur tamis moléculaire

VV VYV 'V

Les caracteristiques du procédé modifié sont résumées dans le Tableau 65. La sévérité du
traitement permet de retirer entre 6 et 18% du bois. Il n’y a pas de données disponibles sur la
cuisson kraft de référence (sans prétraitement) si ce n’est son rendement, qui est de 46,6%.
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Contrairement aux traitements alcalins, le rendement de la cuisson kraft apres prétraitement est
plus faible que le rendement témoin. Ce rendement diminue quand la quantité de bois extraite
augmente. Les hémicelluloses résiduelles et dans une moindre mesure la cellulose sont en effet
plus sensibles a la cuisson, et une plus grande partie de ces constituants est perdue pour atteindre
I’indice kappa cible.

Procédé Modifié

% H.SO4 / bois 05a1%
Prétraitement Temps extraction 30 a 60 min
Température 150°C
Bois extrait 6% 10% 14% 18%
Alcali 16%
Sulphidité 30%
Température 165°C
Cuisson kraft  Facteur H 1294
Indice kappa final 18-20
Rendement cuisson 46,1% 445% 42,4%  40,0%
Rendement global 433% 40,1% 36,5% 32,8%
Production éthanol kg/ T bois 19,2 32,2 45,0 57,5
Production éthanol kg/ T péte 44,4 80,6 123,2 175,5

Tableau 65 : Données relatives aux hydrolysats acides et aux cuisson krafts (d’aprés [67])
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Annexe III : Calculs économiques

Les résultats économiques donnés dans les Tableaux 47 et 48 (chapitre 1V, partie B.4) sont
basés sur les hypothéses données dans le Tableau 46 pour les productions d’éthanol et de pate
non blanchie. Les codts de production en éthanol et les hypotheses économiques liées sont basés
sur la partie B.3.2 du chapitre 1V, le cas permettant d’extraire 14% du bois ayant été pris en
exemple. 11 a été fait I’hypothése que le rendement du blanchiment de la pate ayant subi une
extraction (pate blanchie obtenue pour 100 g de pate non blanchie) est de 95% pour obtenir de
la pate a dissoudre. L’amortissement des investissements est calculé sur 10 ans. Tous les
résultats sont donnés en dollars de 2012, cette année correspondant aux données les plus
récentes utilisées pour les prix de pate kraft, pate a dissoudre et éthanol. La conversion en
dollars est effectuée selon ’inflation subie par les Etats-Unis et résumée dans le Tableau 66.
Ainsi par exemple, le codt de production de d’éthanol, de 647 $200s/m> en 2008 est de 704

$2012/m*

Année Inflation
2008 3,981%
2009 -0,384%
2010 2,314%
2011 2,682%
2012 2,651%
2013 1,474%

Tableau 66 : Inflation aux Etats-Unis de 2008 a 2013 [192]

Les cours de la pate kraft de résineux (NBSK pulp pour Northern bleached softwood kraft pulp)
[193] et de la pate a dissoudre [29] ont été relevés entre 2008 et 2012, en prenant le cours moyen
tous les ans (Figure 103). Il existe différents grades de pate a dissoudre, dont les prix différent.
Dans cette étude, ces grades n’ont pas été différenciés, une moyenne globale ayant été utilisée.
La différence maximale entre les deux est de 355 $/T (en 2012) et la minimale 127 $/T (en
2010), ce qui représente les deux cas considéres.

=—¢—NBSK pulp == Pate a dissoudre
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Figure 103 : Cours la pate blanchie de résineux (NBSK) et de pate a dissoudre en dollar constant de 2012
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Le prix de I’éthanol choisi est de 610 $/m3, valeur moyenne sur 1’ensemble de 1’année 2012
[194].

Ces hypothéses ont permis de déterminer les résultats donnés dans la partie B.4 du chapitre V.
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La réduction de la consommation des carburants fossiles est 1'un
des enjeux majeurs du XXI®™ siécle. Le bioéthanol représente
une alternative durable a I’essence, mais sa production est limitée
puisqu’il est produit a partir de ressources alimentaires. L’éthanol
de seconde génération offre une alternative pour relancer son
développement. Encore au stade expérimental, il serait produit a
partir de biomasse lignocellulosique (bois, paille, plantes
annuelles..) et donc ne concurrencerait pas 1’alimentation
humaine. Cette thése s’inscrit dans le cadre de production
d’éthanol de 2" génération dans une usine de pate kraft. Dans
ces usines, les hémicelluloses, qui représentent 20 a 30% du bois,
ne sont pas valorisées. Cette étude porte sur I’extraction de ces
hémicelluloses en amont du procédé et de leur fermentation en
¢thanol. Elle consiste a la mise au point et I’optimisation d’un
procédé global allant du copeau de bois a 1’éthanol.

ABSTRACT
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Decreasing the consumption of crude oil derivatives has become
one of the main world issues of the 21st century. The only green
substitute for gasoline potentially available in large quantities
today is bioethanol, but its production has to be limited as it is
produced from crops. It is therefore important to develop the
production of second generation ethanol, which consists in using
lignocellulosic biomass as raw material to avoid to compete with
food resources. Second generation ethanol is still at experimental
scale nowadays. This thesis deals with the specific case of the
production of ethanol from hemicelluloses in a kraft pulp mill. In
pulp mills, hemicelluloses, which make up 20 to 30% of the
wood, are not value added. It is proposed to extract them from
wood prior to the kraft treatment and to ferment them into ethanol.
The study talks more specifically of the optimisation of the global
process from the woodchip to the ethanol.




