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RESUME

JACQUET Nicolas (2012) — Impact de la steam explosion et de ’lhomogénéisation sur les propriétés physicochimiques et
I’hydrolyse enzymatique de la cellulose. (Thése de Doctorat). Université de Liege - Gembloux Agro-Bio Tech, Belgique.
234 pages, 10 tableaux, 46 figures.

Dans le contexte économique et énergétique actuel de notre société, il est universellement reconnu que des alternatives a
la pétrochimie devront étre développées dans un futur proche. L'une des alternatives possible réside dans le
développement de process permettant de générer des biocarburants et des produits biobasés a partir de matériaux qui
n’entrent pas en concurrence avec le secteur alimentaire. Les principaux matériaux indiqués dans cette optique sont les
substrats lignocellulosiques qui sont principalement composés de trois types de polyméres : la cellulose, les hémicelluloses
et la lignine. Cette these s’est inscrite dans cette démarche en se focalisant spéficiquement sur une fraction bien définie de
ces matériaux : la Cellulose.

La premiere partie du travail a consisté a évaluer I'impact de deux types de prétraitements (la steam explosion et
I’'homogénéisation) sur les propriétés physico-chimiques et les rendements d’hydrolyse d’une cellulose modéle. En ce qui
concerne la steam explosion, les résultats obtenus ont montré, contrairement aux conclusions habituellement exposées
dans la littérature, que I'application d’un traitement de steam explosion d’une intensité modérée n’améliorait pas les taux
d’hydrolyse de la cellulose modele.

Parallélement, deux modeles ont été développés. Le premier modeéle, applicable aux installations pilotes, permet d’estimer
I'intensité des traitements de steam explosion. Le second modéle est axé sur la prédiction de la dégradation thermique de
la cellulose en fonction de I'intensité du prétraitement appliqué.

A l'opposé, il a été montré que l'utilisation de I'homogénéisation comme technologie de prétraitement permettait
d’améliorer significativement (de 25 a 100 %) les rendements d’hydrolyse de la cellulose.

Enfin, la derniére partie de la thése a été consacrée a I'hydrolyse enzymatique de la cellulose modele et présente deux
procédés qui permettent d’obtenir des hydrolysats concentrés (> 150g/l) par une gestion des ajouts d’enzyme et/ou de
substrat en cours d’hydrolyse.

JACQUET Nicolas (2012) — Impact of steam explosion and homogenization on physico-chemical properties and enzymatic
hydrolysis of cellulose. (PhD Thesis). Université de Liége - Gembloux Agro-Bio Tech, Belgique. 234 pages, 10 tables, 46
figures.

In the economic and energetic context of our society, it is universally recognized that an alternative to fossil fuels and oil
based product will be needed in the nearest future. A potential solution is to develop second generation biofuel and
biobased product that utilizes non-food plant materials. The major component of these materials is lignocellulose, which is
a complex composed by widely available biological polymers such as cellulose, hemicelluloses and lignin. This thesis is a part
of this approach and is focused on a well-define part of these materials: the cellulose.

The first part of this work was focused on the impact of two pretraitements (steam explosion and homogenization) on
physico-chemical properties and hydrolysis yield of pure cellulose fiber. In contrast with literature, results obtained showed
that moderate steam explosion treatments did not appear to improve the enzymatic hydrolysis yield of the cellulose fibers.
In Parralel, a model that predicts the effect of the intensity of the steam explosion treatment in correlation with
temperature and time was assessed. Links between this model and the evolution physico-chemical properties of the
cellulose during pretreatment and cellulose hydrolysis yield were established

In a second way, a theoretical diagram predicting the degradation of the cellulose during the steam explosion treatment
was established.

Regarding the homogenization, it was shown that homogenization increase significatively the cellulose hydrolysis (from 25
to 100%). Results highlights potential of this technology to be used as a pretreatment

Finally, enzymatic hydrolysis step has been studied in order to improve cellulose hydrolysis and to obtain high concentrated
hydrolysate. In this way, two methods based on successive addition of enzyme and substrate were assessed
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CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE
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Dans le contexte économique de notre sociétéamalite générale des prix des produits issus
de la pétrochimie, couplée a la crise mondiale 68682ont contribué a un important
développement de l'industrie des biocarburantestpoduits bio-basés [Wiloso et al., 2012].
L'idée actuelle, qui s’était déja présentée damsumées 1980 a la suite de la crise du pétrole,
est de limiter la dépendance de la société visades produits pétroliers en substituant ces
derniers par des produits équivalents issus deidmdsse. L'avantage majeur de cette
stratégie réside dans l'utilisation de ressouree®uvelables pour produire des produits tels
gue des polymeéres, des produits chimiques et adbareants.

Dans ce contexte, deux distinctions majeures sorisagées. D’une part, les biocarburants et
les produits bio-basés qualifiés de « premiére igdio@ » qui sont issus principalement des
ressources de I'industrie agroalimentaire [Diaalgt2009]. D’autre part, les biocarburants et
produits bio-basés de « seconde génération » cntnent pas en compétition dans le
domaine de l'alimentaire et permettent de valorides résidus, issus notamment des
industries agricoles ou forestieres, qui ont enégdlnune faible valeur ajoutée [Gonzéalez-
Garcia et al., 2012].

Au cours de la derniére décennie, beaucoup de natedee ont été axées sur la faisabilité
technique et économique de ces produits de « seagéiration ». La finalité principale de
ces recherches est axée sur la production d’étldmskconde génération qui, au vu de ces
avantages environnementaux (réduction des émissi@r@O et des particules fines, pas de
résidus d’hydrocarbure), rencontre de plus en gdusucces comme biocarburant [Mabee and

Saddler, 2010].
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1.1.Les matériaux lignocellulosiques

Les nouveaux procédédéveloppéss’appuient sur I'exploitation des resrces riches en
lignocellulose pailles de riz,switchgrass, miscanthus, pailles de mais;alyptus, résidus
des industries forestiéres..matériaux qui sont majoritairemenbmposés de trois types
polymeres la cellulose, la lignine et les hémicellulc [Balat et al., 200B La cellulose et les
hémicelluloses sdrdes polysaccharides compc de sucres fermentescibles. La cellulose
un polymere constituéexclusivement de lucose, un sucre a sigkarbons (C6). Les
hémicelluloses ont une composition plus variéerrdtet ure succession de suc a Six
carbones combinés des sucres a ci carbones tels que le xylose le rhamnos. Enfin, la
lignine est un polymeérphénoliqu, qui n’est pas utilisable par les miavoganismes dans ui
fermentation éthanoliqueassiqu [Shen et al., 2011].

D’'une maniere générale, les matériaux lignocelluloss peuvent étrepercus comme des
matériaux composites ou la cellulose et les héimioskes frment les armatur qui sont

englobées par la ligninguant leréle de ciment.

Lignine

) Cellulose
Hemicellulose

Fig. 1: Représentatioachématique de la structure d’un matériau lignatmsique paroi

secondaire) [Jacquet et al., 2008]
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1.1.1. La cellulose

La cellulose est I'un des constituants majeursrdatériaux lignocellulosiques qui assure la
protection et le soutien des organismes végétaancellulose se situe dans la paroi cellulaire
des cellules qui compose la biomasse et est laandesorganique la plus abondante dans la
nature.C’est un solide blanc dont I'organisation en fibtesdistingue des autres glucides
[Paquot M., 1980].

La cellulose est un polysaccharide dont I'unitét#éjve est le glucose, un sucre a 6 carbones.
Une chaine de cellulose est constituée de pluseantsines d’'unités glucose liées entre elles
par une liaison glycosidiqug- (1,4). La cellulose posséde donc un degré dgnp@isation

important qui va influencer ses propriétés mécagsget physiques [Ribet J. (2003)].

_ on }
OH OH
HO o_ HO OH

HO o HO

OH n-2
OH OH

Fig. 2: Représentation schématique d’une molécule delest [Jacquet et al. 2008]

La conformation des cycles de glucose éfaht les groupements hydroxyles (présents au
nombre de trois par unité de glucose) ainsi quaison glycosidique sont tous en position
éguatoriale par rapport au plan moyen du cycleyjuiemplique une linéarité de la molécule
de cellulose.

Cette linéarité permet une organisation spatiagerdelécules de cellulose sous forme d'une
maille monoclinique ou les chaines moléculairest sefiées entre elles par des liaisons

hydrogénes établies entre les différents groupesrtgrroxyles [French A.D., 2012].
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Fig. 3: Schématisation des liaisons hydrogénes reliami@écules de cellulose

[Ribet J., 2003]

Ce type de configuration va permettre a la celkilde s’organiser de maniere a former des
fibrilles élémentaires composées d'une quarantaieemolécules, qui vont elles-mémes
s’agréger pour former des micro-fibrilles. Les roifibrilles vont ensuite s'associer entre-

elles pour former des macro-fibrilles puis, desdide cellulose [Péreza and Samain, 2010].

Fibre de cellulose

Fig. 4 : Arrangement structurel d’une fibre de cellulose
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Les micro-fibrilles de cellulose ainsi formées soatactérisées par des propriétés cristallines
complexes. En effet, il est possible de distingdes zones qui vont de l'arrangement
hautement ordonné des molécules de cellulose (zotsallines) jusqu’a des zones ou I'on

observe un agrégat de molécules disposées irréguiit (zones amorphes) [Ruel et al.

Région

o : ==
cristalline

Région B B

paracristalline
u

2012].

" \.\"HHIJI!.[ ":(: \ f
; 1 ‘.)'

amorphe

Fig. 5: Arrangement structurel des molécules dans lesxonstallines et les zones

amorphes [Paquot M., 1980]

Ce taux de zone cristalline et de zone amorphe,equifortement variable aux seins des
différents matériaux cellulosiques [Zugenmaier RQ01], influence fortementle
comportement de la cellulose au niveau de sesigtépmmécaniques et physiques [Qiu et al.
2006], mais également au niveau des propriétégdddiyse Bzijarto et al., 2008 Le taux de
cristallinité intervient également sur l'accesstbilde la cellulose a I'eau et aux réactifs
chimiques qui pénétrent la cellulose principalendants les zones amorphé&3z[hak et al.,
1999.

Beaucoup d’applications relatives aux industri@m@htaires et pharmaceutiques utilisent de
la cellulose qualifiee de microcristalline. La cédise microcristalline est une cellulose

purifiée et partiellement dépolymérisée. Elle ediriquée par hydrolyse contr6lée dans une
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solution d’acide minéral dilué a la température bdlétion. Ce procédé a pour but
d’hydrolyser préférentiellement les chaines deutedle des zones amorphes et de conserver
uniquement les zones cristallines. Le produit finbtenu posséde donm haut degré de
cristallinité [Paquot M., 1980].

La structure de la cellulose décrite ci-dessus gua@ment trait a la cellulose naturelle
(appelée également cellulose native ou cellulaseal)disposition des molécules constitutives
de la cellulose | peut étre modifiée par des tnadétets chimiques pour donner des formes
polymorphiques. Il s’agit des cellulose I, cellséolll et cellulose IV [Ishikawa et al., 1996].
La cellulose Il est obtenue par une solubilisatienla cellulose native (cellulose 1) dans des
bases concentrées ou des solvants (DMAc + LiCl, NDM, suivie d’'une régénération. La
cellulose ainsi obtenue posséde tres peu de zoseslmes (cellulose amorphe). La cellulose
Il et la cellulose IV sont préparées a partir de¢llulose | ou de la cellulose 1l (traitement &
'ammoniaque liquide (T°: -80°C, durée: 2h) suidiune évaporation a -15°C). Ces
celluloses, relativement instables, sont forméesupacompactage plus étroit des chaines de
cellulose | et de cellulose II, ce qui leurs coafgrdes propriétés cristallines différentes.

[Paquot M. 1980].

1.1.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des polysaccharides quouestit les fibres de cellulose et
contribuent au support des parois cellulaires aggetaux. Contrairement a la cellulose dont
l'unité répétitive est le glucose, les hémicell@®ssont des polyméres de composition
variable constitués majoritairement de six sucr@amaemeres principaux : l'arabinose, le
glucose, le xylose, le mannose, le galactose iidmnose qui se combinent pour former des
chaines de xylanes, glucuronoxylanes, arabinoxglaglacomannanes et xyloglucanes [Sun

and Cheng, 2002].
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HO,C 0O

CH40 « Acice Galacturonique
Ho OH

o O 0 o HoO OH
o’j 0 o
ACO OAC O O OH O
! 0

Xylose HOCH;

«——— Arabinose

Fig. 6: Exemple schématique de la structure des hémiaséa [Jacquet et al., 2008]

La nature ramifiée des polyosides couplés a larsiiée des monosaccharides qui les
composent empéche toute organisation structureds g@olymeéres et confére aux
hémicelluloses une structure amorphe. Cette pri@piiéluit que les hémicelluloses sont plus
facilement accessibles aux agents d’hydrolyseqeésles enzymes et les acides, ce qui rend

leur hydrolyse plus facile que celle de la cellel§Sirio et al., 2010].

1.1.3. La lignine

La lignine est le troisieme composant de la pasiutaire des végétaux et le deuxieme
constituant le plus abondant de la biomasse apré&®llulose. Dans la paroi végétale, la
lignine agit comme un ciment, remplissant les espantre et autour de la cellulose et des
hémicelluloses. Cette propriété rigidifie fortemefd structure du matériau avec
linconvénient qu’elle limite grandement l'acceskib des fractions cellulosiques et
hémicellulosiques contenues dans la biomasse.

Contrairement a la cellulose et aux hémicellulodeslignine n’est pas un polymeére
polysaccharidique. La lignine est un complexe mnielnsionnelamorphe composé de
structures phenylpropanes dont les précurseurs destalcools aromatiques (alcool p-

coumarylique, alcool coniferylique et alcool sinbguye) incorporés dans la lignine sous
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forme de p-hydroxyphenyle, guaiacyle et syringydatda proportion varie fortement suivant
le type de biomass€ette variabilité, couplée aux changements apptotésde I'extraction,
rend difficile la présentation de leur structurefat de la lignine un composé encore mal
connu dont la valorisation reste aujourd’hui lirei{f& anderghem et al., 2011].

HO OH

Lignin—o

Fig. 7: Exemple schématique de la structure de la lghlacquet et al., 2008]

1.2. Les prétraitements de la biomasse

Les potentialités de valorisation des trois bioypwdres décrits ci-dessus nécessitent de briser
la structure du matériau lignocellulosique pourrare spécifiquement chacun de ces
composés. Bien que plusieurs technologies d’extraxistent, toutes requieérent une étape
de prétraitement pour ouvrir la structure de laridsse.

L’efficacité d’'un prétraitement se caractérise petlifférents critéres : réduction de la taille
des particules du substrat, formation limitée dliteurs de dégradation, préservation de la

fraction hémicellulosique, capacité a récupérerrdelcules a haute valeur ajoutée, rapport



efficacité/cot, quantité d’énergie nécessaire peuprétraitement, gestion des effluents...
[Banerjee et al., 2010].

Une large gamme de prétraitements a été dévelaggup@eurs de la derniere décennie pour
améliorer I'accessibilité de la structure de lanbésse de I'échelle nanométrique a I'échelle
micrométrique.

D’une maniére générale, ces technologiques deageitrents peuvent étre regroupées en
guatre catégories: les prétraitements physiques, prétraitements chimiques, les

prétraitements physico-chimiques et les prétraitemiiologiques [Menon and Rao, 2012].

1.2.1. Les prétraitements physiques et thermo-pipyss

Les prétraitements physiques englobent généraldeeptocédés mécaniques utilisés pour la
réduction de taille. Les technologies de broyags,rhdiations ionisantes, les ultra-sons et
I'extrusion sont des technologies communément agéiss dans cette optique [Menon and

Rao, 2012].

1.2.2. Les prétraitements chimiques et thermo-chjoes

Les prétraitements chimiques ont été développé&sigihe pour lI'industrie papetiére dans le
but de réaliser la délignification des matériaugndicellulosiques. Outre leur capacité de
délignification, les prétraitements chimiques pdtere d’extraire les fractions
hémicellulosiques et ont également un impact seritallinité et le degré de polymérisation
de la cellulose.

Les prétraitements chimiques englobent les prétrahts acides et les prétraitements
alcalins. Les procédés organosolv et la solubitisatdans les liquides ioniques sont
également utilisés comme technologies de prétraiérde la biomasse [Menon and Rao,

2012].
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Les prétraitements acides emploient des acidegsgibw concentrés (principalement I'acide
sulfurique) pour briser la structure rigide de lanbasse en hydrolysant les hémicelluloses
ainsi que (selon la concentration d’acide) lesigaramorphes des fibres de cellulose [Zhang
et al., 2007].

Les prétraitements alcalins utilisent des baséssteue la soude, la chaux et I'hydroxyde de
potassium. L'utilisation de ces alcalis entraine aftération des structures phenylpropanes
des lignines, le gonflement et la décristallisatjpertielle de la cellulose [Mcintosh and
Vancov, 2012] ainsi que la mise en solution pdeides hémicelluloses [Sills and Gossett,

2011].

Les procédés organosolv révéelent également un tanptopotentiel en terme de prétraitement
de la biomasse [Papatheofanous et al., 1995].

Ces procédés utilisent différents solvants orgasqou aqueux tels que le méthanol,
I'éthanol, I'acétone, I'éthyléne glycol... qui ont ywobut de solubiliser la lignine, ce qui
permet d’'une part d’accroitre I'accessibilité dexfions cellulosiques et hémicellulosiques et
d’autre part de récupérer comme co-produit, un@nig purifiée [Zhao et al., 2009].

Selon les procédés, les solvants sont parfois autsbavec des catalyseurs acides (HCI,
H,SQO,, acide oxalique ou salicylique) qui permettent l&gent [I'hydrolyse des
hémicelluloses.

L’emploi de solvants reste cependant I'inconvénimafeur de ces procédés. Le recyclage
complet des solvants doit impérativement étre séadin raison d’'une part du prix initial du
solvant (d’'un point de vue économique, les alcal@daible poids moléculaires a bas point
d’ébullition tels que I'éthanol, sont favorisés) @trutre part des effets inhibiteurs qui
pourraient étre apportés par des traces de ceedédons des étapes d’hydrolyse enzymatique

et de fermentation [Sun and Cheng, 2002].
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La solubilisation par les liquides ioniques comraehnique de prétraitement est beaucoup
plus récente. Les liquides ioniques, qui portenqalificatif de « solvants verts », sont des

sels composés de cations et d’anions de tailleritauptes, couplés a un faible degré de

symétrie du cation. Cette conformatianduit des températures de fusion généralement
inférieures a 100 °C et confére aux liquides ioagdes propriétés dissolvantes selon le type
d’'ions qui les composent [Earle and Seddon, 200@.récentes études ont notamment

confirmé les propriétés de dissolution de la cefial du switchgrass, des pailles et des pailles
de mais dans le BMIMCI (1-butyl-3-methylimidazoliurchloride) et envisagenteur

utilisation comme agents de prétraitement de lenbgse [Binder and Raines, 2010].

1.2.3. Les prétraitements physico-chimiques et thermécano-chimiques

Les prétraitements physico-chimiques combinent Hola les effets des prétraitements
physiques et chimiques. Cette catégorie regroupetdehnologies qui sont sujettes a un
important développement et semblent les plus priemsts. Ces technologies sont : la steam
explosion et le vapocraquage, I'explosion a 'amimaque (AFEX) et les micro-ondes couplés
a des agents chimiques.

La steam explosion est un procédé thermochimiquepegumet de briser la structure des
matériaux lignocellulosiques par les actions combéinde la chaleur apportée par la vapeur et
du cisaillement appliqué au matériau lors du retola pression atmosphérique. Une étude
bibliographique détaillée relative a cette techgmoest présentée au chapitre Il du présent
manuscrit.

L’explosion a I'ammoniac (AFEX) est un prétraiterhen les matériaux lignocellulosiques
sont exposés a I'ammoniaque liquide a haute terhpérat sous haute pression. Ce procédé

induit une décristallisation partielle de la cedlsg, une dépolymérisation des hémicelluloses
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et le clivage des liaisons éthers des structuresydpropanes des lignines [Holtzapple et al.,
1992]. Cette phase d’exposition a I'ammoniaquesestie d’'une décompression explosive,
tres semblable a la steam explosion, qui augmegtefisativement la surface spécifique
disponible pour les attaques chimiques ou enzymesigLes effets cumulés des deux phases
de traitement induisent une amélioration signifimtdes rendements d’hydrolyse et les taux
de fermentation de différents matériaux lignoceliidues. Ce procédé a notamment été testé
avec succes sur la luzerne, les pailles de maipadles de blé... [Zheng et al. 2009].

Enfin, la substitution du chauffage conventionnat pn chauffage par micro-ondes montre
une amélioration du potentiel des agents chimiogggisse traduit par une amélioration
significative des rendements d’hydrolyse [Zhu et2005]. Le chauffage par micro-ondes est
habituellement combiné aux agents basiques et aoidgs également aux agents oxydants

tels que le peroxyde d’hydrogéne [Zhu et al., 2006]

1.2.4. Les prétraitements biologiques

Les prétraitements biologiqgues emploient des micganismes (principalement des

champignons) qui s’'attaquent a la structure ligholosique. Les champignons employés

dans les prétraitements biologiques ont des caista@ies de dégradation bien distinctes
selon le type de souches utilisées. En générahdagitures brunes et les pourritures molles
attaquent majoritairement la cellulose, sans touéhéa lignine. Les pourritures blanches

dégradent par contre activement la lignine [Sun@hdng., 2002], ce qui suscite leur intérét
comme agent de prétraitement de la biomasse. Ladiipn des lignines par les pourritures
blanches se produit grace des enzymes possédaattileis de types laccase et peroxydase
[Okano et al., 2005]. Hatakka (1983) a montré iteftité des pourritures blanches sur
'amélioration des rendements d’hydrolyse des esilde blé (amélioration allant pour

certaines souches jusqu’a 200 % de rendementljnities résultats de cette étude montrent
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cependant que les hydrolyses par les laccases @elexydases sont tres lentes (jusqu’a 5
semaines), ce qui implique qu’il est nécessairaigtizenter les activités spécifiques des
enzymes pour rendre les prétraitements biologigoesmercialement compétitifs [Talebnia
et al. 2010]. Dans cette optique, Farnet et aB@)1@nt montré gu'il était possible de stimuler
les activités des laccases Marasmius quercophilu@e 1,8 a 7,3 fois I'activité initiale) par
I'ajout de composés aromatiques tels que I'acidwygroxybenzoique, I'acide férulique, et
I'alcool coniferylique et de sulfate de cuivre @sdconcentrations assez basses (250 mg/l pour
les composés aromatiques, 5 a 7 mg/l pour le sulfatcuivre). Malgré cette amélioration, les
prétraitements biologiques restent encore aujourdii’étape du développement bien que ce
type de prétraitement soit respectueux de I'enviemment, sécurisant, peu €énergivore et
posséde toutes les qualités pour s’intégrer faeiténdans un objectif de développement

durable [Talebnia et al., 2010].

1.2.5. Faisabilité technico-économique des préteaitents

Bien que la recherche sur les prétraitements dolmasse ait permis d’identifier toute une
série de technologies prometteuses, il ne fautnoipe pas oublier que la conversion de la
biomasse s’inscrit dans une démarche compétitienaiiquement et écologiquement
durable.

Par rapport a cet aspect, les principaux obstagéss prétraitements existants sont tres
différents d’'une technologie a l'autrefractionnement limité du matériau en ces diffésen
constituants, formation d’inhibiteurs de fermerdafi utilisation de produits chimiques
onéreux et/ou toxiques, utilisation trop importawnténergie, production considérable de
déchets... [Eggeman and Elander, 2005]. Sur basedleriteres, les technologies présentant
les meilleurs potentiels en termes de faisabiétghhico-économique (Tableau 1) ont pu étre

identifiés.
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Tableau 1 : Faisabilité technico-économique ddsnglogies de prétraitement : récapitulatif

Utilisation
Amélioration . d’agents TN s s
Formation de . . g Application a A Succes a
_ des . Génération de chimiques / ey Colt de Y -
Prétraitement produits de . différentes b . I'échelle Avantages Inconvénients
rendements . . coproduit Recyclage . I'équipement .
B dégradation biomasses pilote
d’hydrolyse agents
chimiques
Broyage . . . Augmentation de la Consommation
, 4 .g Faible Aucun Aucun Non Oui Important Oui & \ pe . ) .
meCanIqUe il surface spécifique _____importante d’énergie _
Hydrolyse des
hémicelluloses, Dangereux, toxique
Acides Important Important Important Oui / Moyen Oui Moyen Oui hydrolyse partielle de la 3 corrc;sif que,
cellulose, altération de
... lastructuredeslignines
Extraction des lignines
. . . . . et des hémicelluloses, Durée du traitement,
Alcalins Important Faible Important Oui / Moyen Oui Moyen Oui ,
gonflement de la présence de sels
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ cellulose .
Extraction des . .
3 o Production d’inhibiteur,
Steam explosion . . . hémicelluloses, ) .
Important Important Faible Non Oui Important Oui e s Déstructuration
/ Vapocraquage modification de la . R L.
L incomplete du matériau
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ structure des lignines "~ " " _
Extraction de la lignine Peu defficacite sur les
AFEX Important Faible Faible Oui / Moyen Non Important Début . g matériaux trés riches en
et des hémicelluloses L
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ lignines
. Co(t de I'équipement
Micro-ondes / important '?ec:\)nolo ie
agents Important Moyen Moyen Oui Oui Important Non Rapidité de la réaction p L i
o uniquement a I'échelle
chimiques .
... laboratoire
Liquides Dissolution de la Technologie
. 9 X Moyen Faible Faible Oui / Moyen Oui Important Non uniquement a I'échelle
inoniques cellulose laboratoire
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La littérature confirme lI'analyse du tableau 1 quontre que, actuellement, les technologies
les plus prometteuses sont la steam explosiondvagoage, les prétraitements acides et
AFEX [Eggeman and Elander, 2005]. La solubilisatipar les liquides ioniques et les
technologies micro-ondes sont encore peu dévelogipéstent a I’échelle du laboratoire. Les
prétraitements mécaniques ont, quant a eux, urieaete qui reste limitée en termes
d’amélioration des rendements d’hydrolyse, ce quilique que ces deux technologies sont
un peu en retrait [Menon and Rao, 2012].

A linverse, différentes études de faisabilité @wé réalisées dans le but de comparer les
technologies de steam explosion/vapocraquage, DARES prétraitements acides et alcalins.
Une premiere approche a été menée en 2005 par Bggetniclander. Lors de cette étude, les
différents procédés de prétraitement ont été indars un modele de simulation économique
basé sur la production de bioéthanol via une hydeoenzymatique a partir de canne de mais.
Les conclusions montrent qu’il existe une difféeminime en termes de codt entre les
différentes technologies de prétraitement. L'étodmntre ensuitgue les colts généraux des
prétraitements dont les prix d’investissement daitiles sont contrebalancés par les codts
importants engendrés par la récupération des a@tles des solvants. Il est également
démontré qu’une variation infime de I'un des paraeseedu modéle modifie complétement la
hiérarchie des colts des technologies. Il fautrmmie cette étude a été menée en considérant
une charge enzymatique toujours identique, ce @iti mbormalement étre optimisé pour
chaque prétraitement [Sendich and Dale, 2009].nEafie derniére conclusion montre que la
technologie de steam explosion se démarque dessaatthnologies, non pas du point de vue
économique, mais de part une faible utilisationgdi@ chimique et/ou de solvant, ce qui
permet a la steam explosion de s'intégrer plus rilement dans une démarche

écologiquement durable.

33



Une étude de faisabilité assez similaire a égalegt@nmenée par Kazi et al. en 2010. Cette
étude est basée sur la simulation des colts déidonement d’'une usine de production de
bioéthanol de seconde génération via une hydrofyssymatique a partir de différentes
biomasses (taux d’amortissement de l'usine : Zaasd. Selon ce modéle, il a été montré que
le prétraitement a l'acide dilué présentait un ctiés légerement inférieur aux autres
technologies. L’'analyse montre également que ld#scde I'étape de prétraitement ne
représentent qu’'une partie du colt de productioquetdes parametres tels que les types de
matieres premieres employées et les quantités ytiees utilisées ont un impact financier
plus important [Kazi et al., 2010].

D’autres études technico-économiques réaliséelgbam et al. (2002) et Sassner et al. (2008)
sur la production de bioéthanol par voie enzymaticu partir de trois types de substrat
lignocellulosiques conduisent également a des osimis identiques. Les résultats de cette
étude montrent que la moitié des colts globauxrddyation de bioéthanol sont représentés
par la matiere premiére. lls montrent égalementlgsie€olts enzymatiques représentent eux
53 a 65 % du co(t total de la saccharification awniive type de prétraitements utilisés (steam

explosion ou acide dilué). Le colt des prétraitemantervient principalement au niveau du

capital d’investissement.

1.3. Obijectifs et stratégies de la thése

La littérature montre que de trés nombreux travanixété consacrés a I'étude de I'hydrolyse
de la cellulose depuis des décennies. Aujourd’Pemorme potentiel de développement de
produits a partir de la biomasse reste, a nouvealgéfi industriel a c6té des réalisations
actuelles telles que la production papetiére opdate cellulosique. Ces secteurs pourraient
connaitre a leur tour d'importantes évolutionsyegard des progres réalisés en chimie verte

et des contraintes en termes de développementldurab
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La production de biocarburant de seconde génération départ des matériaux
lignocellulosiques cristallise la plupart des iBtérscientifiques et industriels. Cependant, le
concept de bioraffinage montre aussi que le dépelm@nt de produits bio-basés en dehors
du secteur des biocarburants est une opportunité.

De nombreux travaux sont menés sur les technolagigsrétraitements et leurs impacts sur
les matériaux lignocellulosiques complexes. Leumbiee montre qu'il est encore difficile
aujourd’hui d’apporter des réponses claires quantt relations « types de prétraitements /
types de substrats / structure des matériaux obtemoduits visés et co-produits obtenus ».
Ce travail veut apporter une contribution a I'étageces relations. Pour atteindre cet objectif,
sa spécificité est de se focaliser, non pas swgubstrat complexe mais sur une cellulose de
référence, ce qui signifie qu'un procédé de fratement a précédé I'obtention du substrat
étudié. Cette approche réduit bien évidemment Enghde I'étude. Elle devrait toutefois
permettre de connaitre plus précisément I'effet mtésraitements étudiés sur la structure et
les dégradations éventuelles de la cellulose ng@Etement sur ses perspectives d’hydrolyse

enzymatique.

Deux prétraitements font I'objet de notre recherclaesteam explosion et 'homogénéisation.
La steam explosion, de par son stade avancé déogeeenent (pilote industriel), de ses colts
raisonnables et de sa faible utilisation d’agehimmues, apparait comme la technologie de
prétraitement qui présente les meilleures perspgectie faisabilité technico-économique. Des
prétraitements de steam explosion d’intensitésabés ont donc été appliqués, a une échelle
pilote, a la cellulose modele. Les Chapitres llgtllV reprennent la littérature et les résultats
relatifs a I'étude de cette technologie. Le Chapiir présente une étude bibliographique
détaillée de la steam explosion et de son influesoe les matériaux lignocellulosiques

complexes. Le Chapitre Ill est axé sur une étudéqure de la dégradation thermique (facteur
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limitant de la technologie) de la cellulose modegtiele la formation de certains inhibiteurs de
fermentation en cours du prétraitement. Le Chaplitreprésente également le modeéle
développé en vue d'étendre la notion du calculattelur de sévérité a I'échelle du matériel
pilote et d’en déduire les répercussions sur lacgire de la cellulose. Le Chapitre IV étudie
ensuite les modifications physico-chimiques (réteantd’eau, cristallinité...) apportées a la
cellulose modéle par les prétraitements de stegoiogrn ainsi que leurs impacts sur les

rendements d’hydrolyse enzymatique.

Le choix de la seconde technologie de prétraitensgggt porté sur 'homogénéisation.
Contrairement a la steam explosion, trés peu déstuoht été menées pour identifier le
potentiel de 'homogénéisation en tant que pré&maéint de la biomasse. L’homogénéisation
et la steam explosion présentent certaines sitditade process (traitement sous-pression,
cisaillement important) et sont assez proches direintes technologies de raffinage
mécanique développées dans les années 1980 [Téhiamnal. 1984a ; Tshiamala et al.
1984b].

L’homogénéisation est de plus une technologie mé#raujourd’hui a I'échelle industrielle.
Les résultats présentés au Chapitre V illustrentiedifications physicochimiques apportées
a la cellulose modele par les traitements d’homégation, toujours a I'échelle pilote, ainsi
gue leur influence sur les rendements d’hydrolydeégalement, des parametres du process
seront définis.

L’autre aspect original du travail a donc consitaméliorer les connaissances des impacts
des prétraitements étudiés en définissant des ptmesntechnologiques transposables a

I’échelle industrielle.
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Enfin, le dernier axe stratégique du doctorat ab&éé sur la thématique de I'hydrolyse
enzymatique de la cellulose. En effet, travailler gne cellulose modéle a I'échelle pilote a
permis d'étre confronté a des problémes pratiquear da conduite de I'hydrolyse
enzymatique. En particulier si un des objectifslashontée en concentration en substrat en
vue d’'obtenir des sirops suffisamment riches encafa, dimportants problémes
rhéologiques apparaissent. La derniére partie deagail (Chapitre V1) illustre cette situation
et veut y apporter des solutions en termes deoyedés apports en substrat et en enzymes.
L’ensemble du travail pratique mené sur cellulosml@ée permet ensuite de revenir sur les
relations « process-structure-applications » emissutant (Chapitre VII) et en dégageant des
conclusions et perspectives.

En résumé, les objectifs stratégiques du doctoeamettent d’apporter une réponse aux
guestions scientifiques suivantes :

e Quels sont les impacts spéficiques de la steanpsignl sur les propriétés physico-
chimiques, la dégradation thermique et 'améliamtides rendement d’hydrolyse
enzymatique d’une cellulose modeéle ?

* Quels sont les modifications apportées par 'homeégation sur les propriétés
physico-chimiques et les taux d’hydrolyse par vemzymatique de cette méme
cellulose modéle ?

» La concentration des hydrolyzats est-elle optimiesgiar une gestion adéquate des

ajouts d’enzymes et de substrats en cours d’hyskecly
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CHAPITRE II

LA STEAM EXPLOSION : APPLICATION EN TANT QUE
PRETRAITEMENT DE LA MATIERE LIGNOCELLULOSIQUE

Adapted from: Nicolas Jacquet, Caroline Vandergh€hrjstophe Blecker, Michel Paquot. (2010). La steapiasion :
application en tant que prétraitement de la matigrecellulosiqueBiotechnologie, Agronomie, Société et Environnement

14(S2), 561-56
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Dans le domaine des biocarburants et produits asg$ de seconde génération obtenus a
partir de biomasse, la littérature montre que karst explosion est la technologie de
prétraitement qui suscite beaucoup d’'intérét.

Avant d’entamer I'étude sur son impact sur uneutedle modele, il est utile de faire une
synthése des connaissances actuelles de son satites substrats lignocellulosiques.

Les premiers efforts se sont donc axés sur I'émthmr d’'une synthese bibliographique
relative a la technologie de steam explosion etoteimpact sur ces matériaux.

La synthése reprise dans le présent chapitre geégans un premier temps une description
technique de la technologie. Cette descriptionsestie de la présentation du modele de
calcul du facteur de sévérité tel qu'il est déadtuellement dans la littérature. Ce facteur de
sévérité permet d'estimer l'intensité du prétraieinde steam explosion sur base de la
température et du temps de rétention appliguésgmend prétraitement. |l faut noter que le
modéle de calcul du facteur de sévérité décrit talitérature sera adapté a notre installation
pilote pour y intégrer notamment l'impact de la m&@en température (Chapitre Ill). Une
discussion plus poussée relative au modeéle de Icdlcdacteur de sévérité sera ensuite
présentée dans la derniére partie de la these ({@hs().

Enfin, la derniére partie du chapitre Il est axdespspécifiguement sur I'impact de ce
prétraitement et illustre les différents avantagesmconvénients de la technologie ainsi que

les défis a réaliser.
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Résumé

La steam explosion est un procédé thermo-mécamoigqhé qui permet la déstructuration de
la matiere lignocellulosique par I'action combinde la chaleur issue de la vapeur, des
hydrolyses induites par la formation d’acides oigaes et du cisaillement résultant de
'augmentation du volume de la vapeur lors de latetbrutale de pression. Le procédé est
composé de deux phases distinctes : le vapocrasgidgedécompression explosive dont les
actions combinées vont, selon les conditions, nerdiés propriétés physiques du matériau
(surface spécifiqgue, rétention d’'eau, coloratioauxt de cristallinité de la fraction
cellulosique...), améliorer I'hydrolyse des fractidm@micellulosiques (formation de mono et
oligosaccharides) et induire des modifications danstructure des lignines, ce qui facilite
leurs extractions. Tous ces phénoménes permetternelture de la structure du matériau et
améliorent significativement la sensibilité a I'mgtyse de la fraction cellulosique en vue de
'obtention de sucres fermentescibles, valorisabliees les unités de production de

biocarburants de deuxieme génération ou de mokéuihaute valeur ajoutée.

Mots-clés

Steam Explosion, Vapocraquage, Prétraitement, ey Hémicellulose, Lignine.
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Abstract

Steam explosion is a thermomechanicochemical psoedsch allows the breakdown of
lignocellulosic structural components by steam ingathydrolysis of glycosidic bonds by
organic acid formed during the process and shedonges due to the expansion of the
moisture. The process is composed of two distinages: vapocracking and explosive
decompression. Cumul effects of both phases inaloeification of the physical properties
of the material (specific surface area, water teeancapacities, color, cellulose crystallinity
index...), hydrolysis of hemicellulosic componentofra and oligosaccharides released) and
modification of the chemical structure of lignin.hdse effects permit the opening of
lignocellulosic structures and increase the enziyniaidrolysis yield of cellulose components
in the aim to obtain fermentable sugars used irsggeneration biofuels or high value-

added molecules process.

Keywords

Steam Explosion, Vapocracking, Pre-treatment, @ek) Hemicellulose, Lignin.
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2.1. Introduction

Dans le contexte énergétique actuel, de nombreégefes montrent que les matériaux
lignocellulosiques peuvent étre utilisés comme enaf premieres en vue de produire des
biocarburants de deuxieme génération. Pour ce, fa@ematériaux doivent étre soumis a des
prétraitements dont le but est de déstructurerdaxioe pour permettre la libération plus aisée

de monosaccharides fermentescibles.

Pour Grous et al. (1986), trois facteurs principg@mettent de faciliter la libération de
sucres fermentescibles. Le premier facteur estparation de la fraction hémicellulosique qui
permet d’augmenter I'accessibilité de la fractiefidosique en créant de larges pores au sein
de la structure fibreuse, avec pour conséquence augenentation du nombre de sites
disponibles pour les réactions d’hydrolyse (McMilld994).

Le second facteur déterminant est la cristallidié¢éla cellulose. Différentes études montrent
gue les traitements thermochimiques ont tendareeganenter I'indice de cristallinité de la
fraction cellulosique, avec pour conségquence umendition de I'accessibilité du substrat.
Enfin, I'accés aux fibres de cellulose est fortehrestreint par la présence de lignine, matrice
qui entoure la fraction cellulosique. L'éliminatiale cette derniére est indispensable pour la

réalisation des opérations d’hydrolyse (Grous .et18i86).

Plusieurs types de prétraitements permettent lectibrmement des matériaux
lignocellulosiques : prétraitements acides et alsal vapocraquage, steam explosion,
traitement haute pression... Le principal avantagerétraitement de steam explosion réside
dans sa faible consommation énergétique. Holtzapplal. (1989) ont montré que les
techniques conventionnelles de broyage, appligeéesiu peuplier tremble, nécessitent un

surplus énergétique de 70 % pour obtenir une réugranulométrique comparable au
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traitement de steam explosion. L'impact environnetalede ce procédé est de plus restreint

car cette technologie n’utilise pas (ou trés peagyeht chimique.

Le présent article bibliographique, qui se focalsggcifiguement sur la steam explosion,

reprend les principes de cette technique et setsestir les différentes fractions constitutives

des matériaux lignocellulosiques.

2.2. Description de la technique

La steam explosion a été développée initialemerit94 par W. H. Mason pour réaliser la
production de panneaux de bois agglomérés. Soricapph a ensuite été étendue a la
production d’aliments pour ruminants durant la selsomoitié du vingtieme siecle (Brecc et
al., 1998). D’'un point de vue technique, l'insttitha de steam explosion est composée d’'un
générateur de vapeur qui alimente un réacteur gra soumis a une dépressurisation
soudaine. Lors de la dépressurisation, la matisreéjectée du réacteur et est récupérée au

niveau d’un éclateur (Fig. 1).

Le procédé de steam explosion présente deux pliistisctes : le vapocraquage et la
décompression explosive. Le vapocraguage consisééred pénétrer la vapeur sous haute
pression par diffusion a l'intérieur de la struetwtu matériau. De la sorte, la vapeur se
condense et « mouille » le matériau (Avella et B998). L'eau condensée, couplée a une
température élevée, va initier I'hydrolyse des gmuents acétyles et méthylglucuroniques
contenus dans les xylanes et dans certaines inaag@actomannanes. Les acides organiques
(acides acétique et uronigue) ainsi libérés comritb & augmenter l'acidité du milieu et
catalysent la dépolymérisation des fractions héliosiques, ce qui entraine la libération de

xylanes et d’'une quantité limitée de glucanes. pligation de conditions plus drastiques
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permet I'obtention de monosaccharides et 'hydmlgiaine partie de la fraction cellulosiq
(Sun et al., 2005).

Dans un second temps, décompression explosive est provoquée par une thutale de
pression qui entraine la revaporisation d’une eaté I'eau de condensation présente da
matériau. Cette expansion brutale de la vapeurudieainduire I'apparition de forces
cisaillement qui seront appliquées a I'ensemble du matéBawes forces sont suffisant

elles engendreront I'éclatement mécanique de lgtstre de ce dernit

aX

[ > [ GENERATEUR]
\ | Vapeur

1. Pompe haute pressionCalliers chauffani, 3. Mesure de pression et de températurgénérateur, 4. Mesure
de pression et de température du réa, 5. Vanne d'isolement, 6/anne de mise en chay, 7. Soupape de
sécurité du générateur, Boupape de sécurité du réac, 9. Vanne d’'éclatement, 10anne de purge ler, 11.
Vannes de ré@ération des produ, 12. Manométre éclateur

Fig. 1: Schéma général d'une installation de steam e>xqi

La description de la technologie montre que deuxefas sont déterminants pour optimi

I'efficacité du procéde le temps de rétention et la pressi
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Plusieurs études indiquent que I'hydrolyse de &tfon hémicellulosique est corrélée au
temps de séjour de la biomasse dans le réactesrcPltemps est élevé, plus I'hydrolyse de la
fraction hémicellulosique est compléete, ce qui fae notamment les processus de
fermentation en aval du procg€3hornet et al., 1988). En contrepartie, bien agseproduits
d’hydrolyse (mono et oligo-saccharides) soienttnataent stables en conditions acides, ils
peuvent subir d'autres réactions telles que la y#shation, la fragmentation ou la
condensation. Ces réactions ultérieures géneremrsdiproduits comme du furfural, de
I'hydroxymethylfurfural, des acides lévulinique &rmique ainsi que divers composés
aromatiques qui sont des inhibiteurs de fermemafitaugmentation du temps de rétention
contribue a accroitre la production de ces prodigtglégradation dont les quantités doivent
absolument étre minimisées.

Quant a la pression, elle joue aussi un réle pré@@mt dans le procédé. La pression étant
corrélée a la température, I'importance de cettai€le va avoir un impact aussi bien sur les
cinétiques d’hydrolyse des fractions cellulosiqupsge sur la production des produits de
dégradation. De plus, la différence de pressiomeelintérieur du réacteur et la pression
atmosphérique est proportionnelle a I'intensité fdeses de cisaillement qui vont s’appliquer
a la biomasse au moment de la détente explosivedSai., 2005).

Au vu du nombre d’études menées sur la biomassern€het al. (1988) ont montré qu’il
était impératif de déterminer un facteur représddntdes parameétres du procédé pour

comparer les différents traitements appliqués.

2.2.1. Le facteur de sévérité
Les résultats des premieres études menées swgaa stxplosion montrent qu’il existe une
relation entre la température du procédé, couplémps de rétention, et I'accessibilité du

substrat qui se traduit par une amélioration dedements d’hydrolyse (Chornet et al., 1988).
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De ces observations, les auteurs ont élaboré uelmgdi définit la sévérité du prétraitement
sur base des effets cumulés de la température tenths de rétention. Ce modéle se base sur

les hypothéses que la cinétique du procédé eddré’'dret obéit a la loi d’Arrhenius.

Tr-Th) /1475
S =Logw J: e[( ) ].dt
Ou: S = Facteur de sévérité
Tr = Température du procedé (°C)
Tb = Température d’ébullition de I'eau a pressatmosphérique (°C)
t = Temps de rétention (min)

14,75 = Valeur d’énergie d’activation dans leaditions ou la cinétique du procéde

est d’'ordre 1 et obéit a la lohdhenius

Par la suite, Chornet et al. (1988) ont montré cpienodele peut étre utilisé pour décrire des
résultats exposés dans la bibliographie. Ainsi desntités en sucres C5 obtenues par
Belkacemi (1989) et Heitz et al. (1991) sur diffésesubstrats lignocellulosiques peuvent étre
corrélées au facteur de sévérité. Une étude plosnté (Kaar et al.,, 1998) a toutefois
démontré que le modele de Chornet et al. (1988)ene s’appliquer a tous les substrats. En
effet, les rendements en glucose obtenus par kihysk enzymatique de bagasses de canne a
sucre prétraitées ne sont pas constants pour teufade sévérité donné, résultats obtenus

dans des conditions opératoires différentes.

2.3. Effets physico-chimigues du procédé sur les mgmiaux lignocellulosiques

Les premieres utilisations de la steam explosiaur @ prétraitement de la biomasse ont été
réalisées au debut des années 1980. La sociéetdh IG@rporation fut la premiere a étudier
I'effet de la steam explosion sur du peuplier tréeenbPopulus tremula.. » (Foody, 1980).

Les résultats de cette étude montrent que les megrkls en glucose et xylose aprés hydrolyse
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dépendent de la pression et du temps de rétemaigaés. Le maximum de rendement pour
I'ensemble des monosaccharides (xylose + glucoaajsaété obtenu pour une pression de 35

a 40 bars (température : 250°C) et un temps detiétede 40 secondes.

Une étude a ensuite été menée pour détermineiceffé du traitement de steam explosion
sur les taux d’hydrolyse de différents substratmdcellulosiques (copeaux de bois dur,
coques de riz, tiges de mais et bagasses de cauweed (Schultz et al., 1984). L’application
d’'un traitement de steam explosion a une presstofcbars (250°C) et un temps de rétention
de 1 minute permet d’augmenter significativemerst t@ux d’hydrolyse enzymatique des
différents substrats étudiés dans des proportiomslages a l'augmentation des taux
d’hydrolyse d’'une cellulose de référence (papidtee$) traitée également. Par contre, les

rendements d’hydrolyse par voie acide n’ont pasétéliorés par le prétraitement.

Martinez et al. (1990) ont, eux, utilisé comme m®as premieres de I @nopordum
nervosumL. », une espéce herbacée ligneuse de la péninsuleubéret du Cyanara
cardunculus L. », un chardon épineux. Les résultats obtenus les échantillons d’
«Onopordum n» (pression: 30 bars, température : 233°C, tedwsrétention: 1 a 2
minutes) et de €yanara c» (pression : 20 bars, température : 212°C, tatep®tention : 2

a 4 minutes) ont montré des rendements d’hydraypérieurs a 90%.

L’efficacité du traitement de steam explosion ®g tendements d’hydrolyse enzymatique a
également été montrée sur le bois d’eucalyptudNpaes et Pourquie (1996), sur des copeaux
de pins par Martin et al. (1995), sur les paillegid par Moniruzzaman et al. (1996) et sur le

« Miscanthus x Giganteuspar Sorensen et al. (2008).
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Wu et al. (1999) ont montré qu’un traitement mod@eeteur de sévérité 3,5) donne le
meilleur compromis concernant d'une part, la récafén de sucres de la fraction
hémicellulosique et d’autre part, 'améliorationsdpropriétés d’hydrolyse de la fraction
cellulosique. Des études similaires précisent guédupération des sucres issus de la fraction
hémicellulosique diminue avec 'augmentation dedeaérité du traitement. L’effet inverse fut
observé pour les propriétés d’hydrolyse de la imactellulosique (Wang et al., 2009). Il a
également été constaté que, sous conditions retatint modérées (pression 15 a 25 bars :
température 200 a 220°C, 1 a 5 minutes), il estsiples d’hydrolyser la fraction

hémicellulosique et de récupérer des monoméredigetnteres d’hémicellulose (Sun et al,

2005).

Sur base d’'une étude menée sur une plante vivatmdée Brassica carinatd..», par
Ballesteros et al. (2002), il a été montré quefitatité du prétraitement dépend aussi de la
granulométrie initiale du substrat prétraité. Leeillurs rendements d’hydrolyse sont
obtenus pour des particules de substrats donireandions sont comprises entre 8 et 12 mm.
L'utilisation de particules plus petites n'a pasftiéts significatifs sur 'amélioration du
rendement d’hydrolyse.

A l'opposé, Jin et al. (2006) montrent qu’'un brogaextrémement fin (< 1mm) pratiqué sur
des particules de paille de riz explosées pernaatcdditre significativement les rendements
d’hydrolyse.

Plusieurs études ont également été menées pouieréled possibilités de combiner le
prétraitement de steam explosion a d’autres ptétnaints chimiques.

Morjanoff et al. (1987) ont été les premiers a memgue l'addition d’acide sulfurique

pendant le prétraitement améliore I'hydrolyse eratygue et diminue la production

d’inhibiteurs tels que les furfurals et hydroxymgthrfurals. L'étude a montré gu’un
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prétraitement de steam explosion d’'une durée dee8bndes a une température de 220°C,
appligué sur les bagasses de canne a sucre ¢urexb bars) dans I'acide sulfurique a 1%
permettait d’accroitre significativement les renéais d’hydrolyse et I'efficacité du procédé
de steam explosion.

En 1995, Vignon et al. ont également couplé urntemagnt de steam explosion et une pré-
imprégnation d’acide sulfurique a faible concemrat(0.1% w/w HSQy). Les auteurs ont
montré que les traitements de steam explosionqoiedi a 200 et 210°C ne permettent pas
d’obtenir une délignification poussée en raisodadééstructuration insuffisante du matériau.
Des températures de 220 a 230°C sont requises lfmitention de fibres de cellulose
individualisées.

Viola et al. (2008) ont, quant a eux, appliqué des algues £ostera marind..» un
traitement de steam explosion a une températud868C pendant 300 secondes, combiné a
une pré-imprégnation du substrat a l'acide oxali@®), ce qui a permis d'accroitre

significativement les rendements d’hydrolyse didation cellulosique.

Outre la récupération des sucres de la fractionidedmosique et I'amélioration des
propriétés d’hydrolyse de la fraction cellulosiqgleesteam explosion a une action importante
sur la morphologie et les propriétés physiquesuthstsat. Plusieurs études montrent qu'il est
possible de déstructurer la fibre de celluloseespbduire des microfibrilles a des pressions
supérieures a 30 bars et des temps de rétentiémiaurs a 15 minutes. Les caractéristiques
dimensionnelles des fibrilles obtenues varient degemps de rétention. Au plus ce dernier
est élevé, au plus les fibrilles produites sorgdiet courtes/fu et al, 1999).

D’autres études mettent I'accent sur une augmentatii degré de cristallinité de la fraction
cellulosique pendant la phase de vapocraquage fitetcet. al., 1988). Cette hausse de la

cristallinité est attribuée a une recristallisatdes zones amorphes de la cellulose induite par
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le réarrangement des chaines cellulosiques a lemgérature et pression. Atalla (1988) a
notamment montré qu’un court traitement a hautegioe a plus d’'impact sur la cristallinité

gu’un traitement de longue durée a une pressionfpible.

De récentes études ont également mis en éviderfed lgue la steam explosion induit des
modifications dans la structure des lignines. Erésence d’acides organiques, les
groupements hydroxyles des carboame®nt devenir tres réactionnels et mener a la ftiona
d’'ions carbonium. Deux phénoménes entrent alorscanpétition. D’'une part, les ions
carbonium vont déstabiliser la liaisrO-4 établie entre les différentes unités phénekget
induire une dépolymérisation de la lignine. D’auypaat, I'ion carbonium va réagir avec les
carbones 2 et 6 des cycles benzéniques qui a ¢emrviont générer un phénomene de
repolymérisation (Sun et al., 2004 ; Li et al., 20®onini et al., 2008 ; Li et al., 2009).

Des études indiguent que ces réactions de repabatién sont limitées lorsque les
parameéetres opératoires sont modérés (pressionieimféra 28 bars, temps de rétention
inférieur a 2 minutes) (Li et al., 2007, Li et &Q09).

Dans des conditions plus drastiques, I'ajout diumbiteur compétitif (phénol réactif tel que
le 2-naphtol), qui réagit avec l'ion carbonium, parmettre de limiter significativement le
phénoméne de repolymérisation et d’extraire plsgraent et uniformément la lignine de

faible poids moléculaire (Sun et al., 2004).

Enfin, Negro et al (2003) ont montré que l'effidgailu traitement de steam explosion pouvait
étre évaluée par d'autres méthodes que la mesuse ciétiques d’hydrolyse et la
détermination des rendements d’extraction des suux. L'étude, menée surPinus
pinasterL. », a identifié que des changements importaptealoration sont engendrés par

'application du prétraitement (diminution de lallance et des composantes bleu, verte et
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rouge de la coloration), Pour des températures rted§190°C), Ballesteros et al. (2000)
imputent un éclaircissement de couleur a I'extoactie la fraction hémicellulosique. Pour les
températures plus élevées (> 210°C), Lomax etl8bP4) ont montré que des brunissements
pouvaient étre imputés aux réactions simultanéegegdelymérisation et de repolymérisation
de la lignine.

Une détermination de la composition élémentaireédsntillons traités a également permis
a ces auteurs dobserver une diminution des rat@fS et H/C, en relation avec la
température du traitement et la granulométrie dtériza. Cette diminution des ratios est
induite par I'apparition de réactions de condewsatiées aux modifications des structures
des lignines.

Les résultats obtenus indiquent également une aratin significative des propriétés de
rétention d’eau des matériaux prétraités. L'étudesaen évidence que la désolidarisation des
fractions cellulosiques et hémicellulosiques (hpthites) et de la lignine (hydrophobe)
accroit fortement le nombre de groupement hydroxgponible pour réaliser des liaisons
hydrogene avec les molécules d’eau. Les résultatsrant que les propriétés de rétention
d’eau sont liées a I'ouverture de la structure démau et donc a I'accessibilité de ce dernier.
Enfin, une considération économique de la technelogontre que la steam explosion se
révéle peu colteuse et ne présente pas de coesranvironnementales importantes. L'étude
économique réalisée surtwcalyptus globulus k. par Sawada et al. (2001), qui prend en
compte dans son calcul la composition du substest, quantités d’'eau nécessaires au
traitement et la balance énergétique de I'insialiata montré que la steam explosion était le
prétraitement le plus avantageux énergétiguementr péaliser la délignification d’'un

matériau lignocellulosique.
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2.4. Conclusions

Le présent article de synthese bibliographique, vigpg a présenter les effets de I'application
d'un prétraitement de steam explosion sur les naabérlignocellulosiques, reprend les
principes de cette technique et ses effets sudi#&rentes fractions constitutives de la
biomasse.

En premier lieu, la fraction hémicellulosique emtifement hydrolysée suivant I'intensité du
prétraitement. Les hémicelluloses sont hydrolysgreligo ou monosacharrides, produits
d’hydrolyse qui peuvent se dégrader en furfurddyetroxymethyl furfural si les conditions de
traitement sont trop séveres.

En second lieu, la steam explosion induit des natibns dans la structure de la lignine. La
maitrise des conditions opératoires et I'ajout deléeules inhibitrices du phénoméne de
repolymérisation permet de favoriser I'extracti@nld lignine.

Cette délignification couplée a I'hydrolyse de laction hémicellulosique va augmenter
considérablement I'accessibilité de la fractionlutesique du matériau avec comme
conséquence un accroissement des cinétiques diigdrde cette fraction.

Enfin, il a été montré que la steam explosion anact sur les propriétés physico-chimiques
des matériaux lignocellulosiques. La cristallindé la fraction cellulosique résiduelle est
augmentée, ce qui représente un inconvénient deedanique puisque les opérations
d’hydrolyse sont généralement plus difficiles pales taux de cristallinité élevés. La
coloration, la composition élémentaire et les pigips de rétention d’eau des matériaux sont
également modifiés par le traitement de steam siquio

Cependant, une contrainte majeure rencontrée paedhanique réside a transposer la
technologie en batch, actuellement disponible sum&rché, en une technologie continue. En
effet, les installations en batch ne permettentgesraiter des volumes importants (volume

limité par la taille du réacteur) et restent t@srdles d’utilisation. Les systémes continus, qui
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sont actuellement en phase d’industrialisation ¢(fyoet al., 2006), sont basés sur un procédé
proche de la steam explosion qui rencontre d'ingraes difficultés techniques. L'avenir de
la steam explosion passe donc aujourd’hui par keldppement de pilotes continus qui
pourront étre extrapolés et incorporés aux chafleeproduction de bioéthanol de seconde

génération.
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CHAPITRE III

INFLUENCE OF STEAM EXPLOSION ON THE THERMAL
STABILITY OF CELLULOSE FIBER

Adapted from: Nicolas Jacquet, Nicolas Quiévy, daeolVanderghem, Sébastien Janas, Christophe BleBenard
Wathelet, Jacques Devaux, Michel Paquot. (201fludnce of steam explosion on the thermal stabditgellulose fibres.

Polymer Degradation and Stabilitg6 1582-1588.
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La synthése bibliographique montre que la steantosiqm induit des phénoménes majeurs
au sein de la structure des matériaux lignoceligles. La steam explosion a une action
marquée sur I'extraction des hémicelluloses ainsi d/une petite partie de la lignine, ce qui
ce traduit par un accroissement de I'accessillkitéa fraction cellulosique.

La littérature souligne également que la steam omigh influence spécifiguement les
propriétés physico-chimiques de la cellulose notemtnen ce qui concerne ses propriétés de
cristallinité et de rétention d’eau.

Une partie du travail a donc consisté a améli@srcbnnaissances relatives a la dégradation
thermique de la cellulose car cette dégradatiornrrpiétre I'un des facteurs limitant de la
technologie. De plus, il ressort de la synthesdidgjtaphique que cet aspect a été trés peu
abordé.

Etant de surcroit un facteur limitant de la teclg@ de steam explosion, il s’est donc révélé
judicieux d'initier I'étude sur la cellulose modégbar une approche axée sur la dégradation
thermique en fonction de l'intensité du prétraitatappliqué.

Le chapitre Il détaille les résultats de cettedétuLa premiére partie du chapitre illustre la
théorie relative a la dégradation thermique deellulwse, phénomene complexe qui induit
différentes réactions paralléles. Le chapitre tgente ensuite le modéle de calcul du facteur
de sévérité que nous avons adapté en vue d’étendation du calcul du facteur de séverité a
I'échelle du matériel pilote. Le chapitre se poitrpar la présentation des résultats relatifs a
la dégradation thermique et a la formation d’int@ibr de fermentation tels que les furfurals et
hydroxyméthyl-furfurals. Enfin, la derniere partd chapitre aborde I'élaboration d’un
modéle de prédiction de la dégradation thermiquia dellulose en fonction de la sévérité du

prétraitement appliqué.
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Abstract

The aim of the present study was to compare theciefdbf different steam explosion
treatments on the thermal degradation of a bleadeddiiose. The intensity of a steam
explosion treatment, which allows to breakdown sheictural lignocellulosic material was
estimated by a severity factor, determined by aetation between time and temperature of
the process.

Results of this study showed that thermal degradaif cellulose fibers was limited when the
severity factor applied was below 4.0 (theoreticatpuivalent to: 220 °C; 3.30 min). For
higher intensities, determination of the degradmtgvoducts in the water-soluble extract
showed an important increase of the 5-hydroxyméihiylral concentration with the
temperature. When the severity factor reached (§h2oreticaly equivalent to: 260 °C; 3.30
min), TGA analysis showed that the increase of agafion products was coupled to an
increase of the char level meaning a strong detoadaf the cellulose. dTGA behaviour also
showed that thermal stability of the steam explosamples decreased with the intensity of
the treatment. To conclude, a theoretical diagraadipting the degradation of the cellulose

during the steam explosion treatment was estalolishe

Keywords

Steam Explosion, Microcrystalline cellulose, Deg@ah mechanism, Hydroxymethyl-

furfural.
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3.1. Introduction

In the economic and energetic context of our sggitis universally recognized that an
alternative to fossil fuels will be needed in thearest future. A potential solution is to
develop second-generation bioethanol that utilines-food plant materials. The major
component of these materials is lignocellulose,clwhis a complex composed of widely
available biological polymers such as cellulosenicelluloses and lignin [1].

The economic feasibility of second-generation Waabl production from lignocellulosic
components depends on the ability to perform a d¢et@pfractionation of the biomass.
Research has been conducted on a large numbexatibfration processes and recent review
articles have shown that steam-explosion offergrsattractive features when compared to
other fractionation technologi¢®2-3]. The advantages include the potential fongigantly
lower environmental impact, lower capital investmanore potential for energy efficiency,
and fewer hazardous process chemicals and corslit®team explosion also presents the
possibility of using a large chip size and limitithge use of acif4].

Steam explosion is a thermo-mechano-chemical psowdsch allows the breakdown of
lignocellulosic structural components by steam ingahydrolysis of glycosidic bonds by the
organic acid formed during the process and by sigdorces due to the vaporization and
expansion of moisture. The process is composedvofdistinct stages: vapocracking and
explosive decompression [4-5]. Cumulative effedtbath stages include modification of the
physical properties of the material (specific scefarea, water retention capacities, colour,
cellulose crystallinity index...), hydrolysis of herellulosic components (mono and
oligosaccharides released) and modification of dhemical structure of lignin [6]. These
effects allow the opening of the lignocellulosiaustures and increase the enzymatic
hydrolysis yield of cellulose components in the &anobtain fermentable sugars for use in the

second generation biofuel process [7].
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Generally, steam explosion processes occurs ate@mpes between 200°C and 280°C
(pressure: 15 to 60 bars) for retention times vayyrom 2 to 10 minutes. At these conditions,
thermal degradation of cellulose can take place [8]

Thermal degradation of cellulose was studied byeAesu [9], Broido and Nelson [10],
Bradbury et al. [11], and Shafizadeh [12]. The Higesis proposed by these authors is that
the degradation mechanisms implicate different lf@reeactions [9-12]. The first one is a
dehydration reaction which is conducting to thedoiction of anhydrocellulose and leads to
the decomposition of the anhydrocellulose to caalbenus residues (char). The second
reaction implies an active depolymerizing of celkd. This reaction leads to anhydrosugar
intermediaries (tars), especially levoglucosan (U&]) Several authors have shown that
intermediates products are involved in thermal sdaoy decomposition involving the
formation of different degradation products such #&bdroacetaldehyde (HAA),
Hydroxyacetone (HA), 5 Hydroxymethyl-Furfural (5-Hiyland Furfural (2F). These authors
have also shown that HAA, HA and 5-HMF could bedweed at high temperature (T° >
300°C) by the direct ring-opening and rearrangemmeattions of cellulose unit molecules
[12-17].

Several studies have shown that degradation predogst be limited because they are strong
inhibitors of downstream processes such as ferment]. In the case of steam explosion,
the process temperature favours dehydration reecteading to char and the decomposition
of anhydrosugar intermediates, mainly 5-HMF. Acaogdto Shen and Gun (2009), 2F is
produced from the secondary reaction of 5-HMF [1Hig. 9 summarize the chemical
pathways of cellulose degradation which are gelyemksented in different literature data

8,17].
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Fig. 1. Speculative chemical pathways for the direct conversion of the cellulose molecules
(adapted from [7])

In this paper, the thermal degradation of cellulddeers induced by steam-explosion
treatment was studiedLinks between thermogravimetric analysis (TGA) etations and
the thermal degradation mechanism were establidheaddition to the thermal degradation
study, the amount of 5-HMF and 2F products wereerdgined in order to detect the
formation of these fermentations inhibitors duritige treatment. Finally, the impact of
different steam explosion treatments were invewan order to identify the critical
parameters (temperature and retention time) conducto minimizing the thermal

degradation of cellulose and the formation of itoits products.

3.2. Material and Methods

3.2.1. Material
The sample tested in this study is a microcrystaltellulose purchased from Mikro-technik
GmbH under the trade name of Alba-fibore C200. T¢osnmercial product is a bleached

cellulose obtained from wood pulp and purified froemicelluloses and lignins. The average
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fiber size is around 200 pum length with a diamefe30 pum. Its apparent density is between

120-150 g/dmwith a moisture content of at least 8%.

3.2.2. Methods

3.2.2.1. Steam explosion treatment

Treatment of cellulose fibers was carried out isteam explosion pilotscale equipment,
designed in the department of Industrial BiologiCalemistry - ULG - Gembloux Agro-Bio
Tech (Fig. 2). This steam explosion prototype csigsiof a steam generator (operating
pressure : 6.0 Mpa), a 50 liters vessel designedaoh a maximum operating pressure of 5.1
Mpa and a cyclone explosion tank, where the explgeduct is recovered. A quick-opening
ball valve, placed between the vessel and the sigulocyclone tank, is used to release

quickly the pressure and give the explosion effect.

1. High pressure pump, 2. Heaters, 3. Gauges of steam boilers. 4. Gauges of reactor, 3. Isclation valve 6. Charging valve, 7.
Safety steam boiler valve, 8. Safety reactor valve, 9. Explosion valve, 10. Purge valve, 11. Recovery valves, 12. Gauge of
explosion tank

Fig. 2. ULG - Gembloux Agro-Bio Tech steam explosion pilot plan
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Steam explosion runs were carried out using theesamount of cellulose fibers (500 g of dry

matter). After placing the material, the combinais$ steam pressure (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and
5.0 Mpa) and retention time (2 and 5 minutes) wadgusted to the desired treatment

conditions. Counting the retention time was sthméen the vessel reached 96 % of the
target pressure.

After the treatment, the exploded material was @eddb about 30°C and was centrifuged to
recover the liquid and solid parts. The solid fimctwas water-washed and used for TGA
analysis. The water-soluble extract was analyzetiBi,C to determine the 5-HMF and 2F

products.

3.2.2.2. Thermogravimetric analysis (TGA)

Thermogravimetric analyses were performed on a Ibtefioledo TGA/SDTA 851e under
nitrogen (50 ml/min). Samples were heated from®36a0°C at a heating rate of 20°C/min.
The mass of the sample ranged from 5 to 10 mg digpgion the experiment. Analyses were
performed in triplicate. Standard deviations wesmprised between 0,2 and 0,3 % for dTGA
analyses and < 0,02 %/°C.

Beforehand, the impacts of different initial masséshe sample were checked (results not
shown). 5 and 10 mg of sample mass did not inflaghe relative amount of carbonaceous
residues at the end of the pyrolysis meaning thanttative analysis of the char can be

performed [7].

3.2.2.3. Furfural (2F) and 5-hydroxymethyl)-furfuif&-HMF) determination by HPLC

The method was adapted from the method of Zappadé E18]. Five grams of sample were
diluted up to 50ml with distilled water, filterech®.45um filter and 20ul were injected in a

HPLC Waters equipped with a Diode Array Detectorafévs 2690 Separation Module,
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Waters996 Photodiode Array Detector). The HPLC column wasAgilent Zorbax 300S-
C18 4.6x150mm, 5um. The column temperature was .30R€ solvent A was 90% water
1% acetic acid and 10% methanol and solvent B wd;CN (HPLC grade solvents).he
gradient was as follow : B-min 0% B, -10 min linear gradient up to 100% B, -15 min
100% B, 15-20 mitinear gradient dow to 0% B, 2030’ 0% B. Calibration was made with
solutions containing #draldehyde (2F, Acros organic, ref.181100250) arb-
(hydroxymethyl)-2furaldehyde (-HMF, Acros organic, ref.121460010) with concentras
of 0.16, 0.8, 4 and 20ug/ml,O. Detectim was made at 284 nm and purity was contrc
with the diode array spectru The retention times were 2.9 min fcHMF and 3.4 mi for

2F. HMF and 2F analysiwere performed in triplica

3.3. Results

The best experimental conditions, that limit thdrrdegradation of cellulose fibers, we
determined on the basis of different treatment seee.

Several studies have shown that treatment sevieritletermined by a correlation betwe
temperature piess and retention time. Concerning this point,r@étoand Overend (198
have elaborated a mod#lat describes the treatmeseverity. This model is based on

hypothesis that proce&smetics are of first order a obey to Arrhenius law [9].

T(£)-100
S =Logn[ ex Feid
aufexp ( 14,75 )
Where: S = Severity Factc

T() = Process temperature ('

t

Retention time (mit
14,75 = Activation energy value in the conditiavisere process kinetics &

of first order and obey to Arrhenius |
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When the volume of the steam explo: reactor issmall, the steam pressure reach the
target value in a very short time. In this case, skeverity factor can be calculated by
following equation:

T-100
& =Loguf¢ exp{ ———
g1l p(M,TS )]

whereT isthe process temperature (°C) .

After considering the efficiency of olpilot-scale steam-explosion plaaf 50 liters, it was
shownthat approximately 10 to 25 minutes (demand tima$ vequired to reach the differe
target pressures. In these cases, the treatmeatitgemust include the time necessary
reach the targgiressure and the severity factor is calculatechbyritegral forn

T(£)-100

H=Lo mfle
&0k =l 1475

.dlt

where {andt, are the time at the start and the end of reacéspactively
If we take the hypothesis which assui that the temperature increases linearly with e
increment in pressur€0,1 Mpa, the severity factor can be calcule by the following

integral form:

) ﬂ+(i*1_z")@—m—mo
S=L - At
ongJ; ExXp 1475 )
Or the equation:
14, 700+ 1— fn) Tr+1—-100 T —100
S=L Bt il el _
ogr2 (Te+1—T7) [exp( 14,75 ) mexpl 14,75 d

(Eqg. 1,
wheret, andt,.; are the initial times for incremenn andn + 1, andT, and T,:1 are the

process temperatures for tint, andt,.; respectively [21].

Severity factor (SF) of each steam explosion treatnapplied are reported in Table 1 w
the corresponding process pressures (Mpa) and tampes (°C) and the different tin
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settings (retention time and demand time and thiealeequivalent time). Results of equation
(Eq. 1) showed that severity factor values incréagsigh the temperature and retention time

set.

Table 1. Pressure, temperature, retention time, demareldimd severity factor applied for

steam explosion treatments applied

Process ) ) Theoretical
Pressure Retention Demand Severity .
Samples Name temperature . . . . equivalent
(Mpa) Time (min) | Time (min) Factor . .

(°C) Time (min)
C200 (SF 2.62) 0.98 172.8 2.03 11.16 2.62 3.00
C200 (SF 2.86) 0.99 174.1 5.00 13.33 2.86 4.77
C200 (SF 3.75) 1.96 208.5 1.59 12.13 3.75 3.59
C200 (SF 4.00) 2.05 209.5 5.03 15.03 4.00 5.97
C200 (SF 4.40) 2.95 228.9 2.02 16.20 4.40 4.02
C200 (SF 4.63) 3.00 229.7 4.59 19.36 4.63 6.47
C200 (SF 4.91) 3.94 246.3 2.04 17.97 491 4.00
C200 (SF 5.14) 4.02 247.1 4.58 20.51 5.14 6.44
C200 (SF 5.33) 5.33 259.0 2.01 20.01 5.33 4.45
C200 (SF 5.56) 4.98 260.1 5.02 23.32 5.56 7.02

The thermal stability of the different solid framti obtained for each steam explosion
treatment was evaluated by TGA. Fig. 3 presergstiiermal behaviour of steam exploded

samples obtained for each severity factor.
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Fig. 3: TGA evolution of steam exploded C200 with sevefactor at 20°C/min (Standa

Deviation < 0,3 %)

Analysis of the thermal behavic showed that mass loss of steam explcsamples started at
lower temperature than ndreated cellulose C200 in particular for the higivesity factor
Thefirst deflection observed around 70°C, for each stegnioded samples, correspondet
the evaporation of free water. The carbonaceoudues at the end of the pyrolysis (ch
were similar (7 to 10 %) for the standard cellulesel the treated cellulose obtained
severity factor below 5.2. For higher treatmentesity, the char level was more important.

% for C200(SF 5.33), and 24 for C200(SF 5.56) compared to standard cellulogg0C

In parallel, the derivative of the thermogravimetanalysis (dTGA), presented in Fig.
showed that the main peak of the cellulose deg@uddecreased with the treatment seve
The main peaks located around 370°C for tistandard cellulose C20B860°C for the treate

85



samples with a severity factor between 2.5 and 3B;C for a severity factor between :

and 4.5, 340°C for a severity factor between 4% a2 and 330°C for treated sale with a

severity factor higher than 5.2
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Fig. 4 dTGA curves of steam exploded CZzat 20°C/min (standardediation < 0,02 %/°C

In order to understand the decrease of the thestahllity of the different cellulose sampl

degradation products released during the steanosixpl treatment were analyzed by HPI

Fig. 5 presents an evolution c-HMF and 2F in the water-soluble extt in relation to th

severity factor applied. ResL are expressed percent of cellulose dry weigt

Results show that degradation produc-HMF and 2F) were not presen the water-soluble

extract when the severity factor was below. For severity factor above, an exponential

increase of 3HMF concentration was highlighted. The amount of HlMh wate-soluble
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extracts is 0.1 % of cellulose dry weight for C28B(4.40), 0.4 % for C200(SF 4.63), 1.3
for C200(SF 4.9} 3.1% for C20(SF 5.14; 5.3% for C200(SF 5.33) and 9.0 % for C(SF

5.56).In parallel, quantities of 2F increased slowly wiitle severity of the treatme
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Fig. 5: Evolution of --HMF and 2F in relation to the severity fac

3.4. Discussion

TGA experiments and analysis of degradation prodshtsved that the steam explos
treatment severity played a role in the thermalra@gtion of cellulose. Observations m:
can be linked and explained by the thermal degiauatechanism presented irg. 1. These
models indicate two competitive reactions for cellulosedegradation. The first one consi
mainly in dehydrationThe other one, the -called “depolymerization” (chain scission),

followed by formation of tars or glucose ring cramk reaction. In the case of ste:
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explosion, the glucose ring cracking reaction issignificant compared to depolymerization

because it requires high heating rates (> 300°C) [8

When the severity factor is below 4.0, results stabthat the thermal degradation of cellulose
was still limited. Degradation products were naiedgeed by HPLC assay and char level at the
end of the pyrolysis was similar to the standarfiulmse. Nevertheless dTGA behaviour
showed that the thermal degradation phenomenoeliodl@se was initiated at a much lower

temperature (360 °C), indicating a slight decredgbe thermal stability [22].

For a severity factor between 4.0 and 5.2, resudlicated an increase of 5-HMF in the water
soluble extract resulting from the secondary deawsitipn of tars (Fig.2), following to the
active depolymerization of the cellulose [12-17]oviever, char level at the end of the
pyrolysis stayed similar to the standard cellulo3dese results confirmed that the
depolymerization mechanism is favored over the dedtgtion reaction in this severity factor
range.

In parallel, temperature peaks of dTGA behavioutticmed to decrease (340 - 350°C) which
confirmed that thermal stability of the cellulosecceased with the intensity of the treatment.
This decrease of stability is an important findipgcause it may lead to an early thermal
degradation of cellulose in downstream processesravimigh temperatures are applied,
especially in the case of the developpement of cemposite materials based on cellulose

[23].

For a severity factor higher than 5.2, the dehydnateactions led to anhydrocellulose

formation which induced an increase of char lewebhserved on the TGA curves. 5-HMF
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production was enhanced and confirmed that thecthopetitive mechanisms of degradation
were initiated.

With respect to furfural, HPLC assays showed ahsligcrease of quantities of 2F with the
increase of treatment severity. These low conceaoiran furfural are explained by the use of
a microcrystalline cellulose purified from hemic#tises and lignins. According to the
literature, furfural is produced mainly by C5 frdramicelluloses [24]. 2F detected in this
study came only from the decomposition reactiob-6fMF as described by Shen and Gu and
stayed limited [17].

From the combination of the different results ol¢ai and the model developed by Chornet et
Overend, a theoretical scheme was developed (ffigh®wing the evolution the of thermal

degradation mechanism of cellulose with the pretesiperature and retention time.
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Degradation
Limited
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——SF4.0 —=—SF52 * Theoritical equivalent

Fig. 6: Evolution of thermal degradation phenomenon dtitse with temperature and

retention time
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This theoretical scheme could only be elaboratdd thie hypothesis thithe steam pressure
reached the target value in a very short tiThe following equation was then us:

T-100
& =Loguf¢ exp{ ———
g1l p(M,TS )]

To establishthe scheme, severity factor was fixed at 4.0 ar®l @hicl corresponded
respectively to values where depolymerization ieacand dehydratation were initiate
Equation results allowed to determine critical deufemperature / retention time whe
thermal degradation began and predicted the defipadaechanim which occured for an

temperature and retention time applied during teams explosion treatment

3.5. Conclusions

In this study, intensity of the steam explosiomatmeent was characterized by a severity fa
established on base of tteenperature and the time needed to realise thertesd

Results obtainedhows that the intensity of steam explosion treatrhad an influence on tt
thermal degradation of cellulos

Result showed that thermal degradation of celluleas limited whe the severity factor ¢
the treatment was below 4.0. In this case, carbmecresidues and fermentation inhib
like 5-HMF were not detected in the treated samFor a severity factor between 4.0 and

the thermal degradation mechanism was ited. Quantities of 5#MF in the wate-soluble
extract increased with the increasing of the sé&vefactor consecutive to an acti
depolymerization of the cellulose. For higher te@a¢nt intensities, carbonaceous resic
increased indicating that dehytion reaction occured, whiclconfirmed the stron
degradation of the cellulosdTGA behaviour also showed that thermal stabilitg@lulose

decreased significantly with the treatment intgn:
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To conclude, a theoretical diagram of cellulose rddation during the treatment was
established. This diagram allowed to identifie tieatement conditions which minimized the

degradation of cellulose and limited the formatdmhibitors products like 5-HMF.
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CHAPITRE IV

INFLUENCE OF STEAM EXPLOSION ON
PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND HYDROLYSIS
YIELD OF PURE CELLULOSE FIBERS

Adapted from: Nicolas Jacquet, Caroline Vandergh&abine Danthine, Nicolas Quiévy, Christope Bleckacqies
Devaux, Michel Paquot. (2012). Influence of steatpl@sion on physico-chemical properties and hydsislyield of pure

cellulose fibersBioresource Technologyolumel21(10), 221-227.
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L’étude sur la dégradation thermique finalisée,travail s’est orienté vers I'étude de
I'évolution des paramétres physico-chimiques deellulose modéle en fonction de l'intensité
des prétraitements appliqués.

Des liens ont ainsi été établis entre les rendesndiitydrolyse observés, les propriétés
physico-chimiques de la cellulose et la dégradatienmique de cette derniere. Des analogies
et des différences de comportement entre les ratedomplexes et les celluloses modeles
ont été mises en évidence.

Le chapitre IV présente dans un premier temps ppelades différentes études récentes
menées sur I'amélioration des rendements d’hydeopar voie enzymatique de la cellulose
des matériaux lignocellulosiques complexes, apegplication d’'un prétraitement de steam
explosion.

Les résultats relatifs a I'hydrolyse de la cell@lanodéle sont ensuite présentés. Des liens
entre I'évolution de ces rendements d’hydrolysdest propriétés physico-chimiques de la
cellulose (cristallinité et rétention d’eau) ong édtablis. Il faut cependant noter que les
rendements d’hydrolyse enzymatique ont été étahblisbase des quantités de glucose et de
cellobiose formées en cours d’hydrolyse. Les diffiés oligosacharrides d’'un degré de
polymérisation plus élevé (plus difficilement qufiables) n’ont pas été pris en compte.

Enfin, la fin du chapitre inclut dans la réflexidam role de la dégradation thermique de la

cellulose pour les prétraitements les plus dragsqu
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Abstract

The aim of this study is to compare the effect iffecent steam explosion treatments on the
physicochemical properties and the hydrolysis yala pure bleached cellulose. The results
showed that moderate steam explosion treatmenisr{gefactor below 5.2) did not appear to
improve the enzymatic hydrolysis yield of the clelge fibers. However, characterization of
the samples showed a modification of the physicodta& properties of the cellulose,
resulting in an increase of the water retentioruesl(WRV) coupled to an increase of the
overall crystallinity. For higher treatment inteiness, an important thermal degradation of the
cellulose was highlighted. This thermal degradatiansed an important modification of the

cellulose composition which leads to a decreagbeohydrolysis yield.

Keywords

Steam Explosion, Microcrystalline Cellulose, Hygsas, Crystallinity, Water retention.

Highlights

* The study shows the impact of steam explosion ermtfarolysis of cellulose fiber.
* The steam explosion treatment affected the physa&mdcal properties of cellulose.
* The links between crystallinity, water retentiorddrydrolysis were established.

» For high treatment intensities, thermal degradatigpacts the hydrolysis yield.
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Graphical Abstract

PURE CELLULOSE FIBERS

STEAM EXPLOSION

HOLOVA ALTIAALS

103

INCREASE O
CRISTALLINITY

[NCREASE OF
WATER RETENTION

LIMITED
THERMAL
DEGRADATION

FURTHER
DECREASE OF
CRISTALLINITY

HIGH INCREASE OF
WATHR RITTENTION

HIGH THERMAL
DEGRADATION

NO SIGNIFICAN]
INCREASE OF
HYDROLYSIS RATE

DECREASE OF
HYDROLYSIS RATE




104



4.1. Introduction

In the current energy context, many studies shawllomass can be used as raw materials to
produce second generation biofuels (Chun and K2&t1; Sarkar et al., 2012; Zhu and
Zhuang, 2012). The economic feasibility of secoedeagation biofuels production from
lignocellulosic components depends on the abibtpérform a complete fractionation of the
biomass, which is composed of biological polymanshsas cellulose, hemicelluloses and
lignin (Wang et al., 2009). To achieve this goalaterials must be subjected to a
pretreatment.

Research has been conducted on a large numberettEgment processes (Avellar and
Glasser, 1998; Galbe and Zacchi 2007; Alvira et28110) and showed that steam-explosion
offers several attractive features when comparedther fractionation technologies: lower
environmental impact, lower capital investment, enpotential for energy efficiency, fewer
hazardous process chemicals and conditions, pligsdsiusing a large chip size, etc.

Steam explosion allows the breakdown of biomasspom@nts by steam heating, shearing
forces due to the expansion of moisture and hydi®lgf glycosidic bonds by the organic
acid formed during the process (Avellar and Glaske98; Jacquet et al., 2010).

Many studies confirm that steam explosion treatnhesds to the opening of lignocellulosic
structures, the modification of the physical prdijesrof the material (specific surface area,
water retention capacities, colour...), and increades enzymatic hydrolysis yield of
cellulose components. Schultz et al. (1984) hawwvsehthat a steam explosion treatment,
applied at a pressure of 40 bar and a retentioa tifri minute can significantly increase the
enzymatic hydrolysis yield of cellulose componefds various biomass (hardwood chips,
rice hulls, corn stalks and sugarcane bagasse).

Martinez et al. (1990) use@nopordum nervosum Land Cyanara cardunculus las raw

materials. Increase of hydrolysis yields above 3046 observed for samples ©hopordum
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nervosum L.pretreated at a pressure of 30 bars and a mtetitne of 1 to 2 minutes and
Cyanara cardunculus Lpretreated at 20 bars for a retention time of 2 toinutes.

The effectiveness of steam explosion treatmenheryield of enzymatic cellulose hydrolysis
was also shown on eucalyptus wood by Nunes andgBigu(1996), pine chips by Martin et
al. (1995), rice straw by Moniruzzaman et al. (19@fve stones by Fernandez-Bolanos et al.
(2001),Pinus PinasteWood by Negro et al. (2003)Jiscanthus x Giganteusy Sorensen et
al. (2008) and spent Shiitake mushroom media bka&ka et al. (2011).

All these studies incontestably show the impadteam explosion on the cellulose hydrolysis
yields of complex biomass, but none of them showc#y if the improvement of the
hydrolysis yields results from the removing of besa components (such as hemicelluloses,
lignin, etc.) during the pretreatment, or if theath explosion induce modifications to the

cellulose fibers themselves.

In this paper, different steam explosion treatmevege applied on a pure cellulose fiber in
order to identify the impact of the process onpitysicochemical properties and hydrolysis
yield. Links between cellulose hydrolysis yieldsystallinity index and moisture retention
were found. In addition, TGA analyses were perfanie detect thermal degradation
mechanisms which modify cellulose composition (Quiet al. 2009) and influence the

hydrolysis yields.

4.2. Material and Methods

4.2.1. Material
The sample tested in this study was a microcryseltellulose purchased from Mikro-

technik GmbH under the trade name of Alba-fibore @2This commercial product is a
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bleached cellulose obtained from wood pulp andfigarifrom hemicelluloses and lignin. The
average fiber size is around 200 pm in length withameter of 30 um. Its density is between
120-150 g/dmwith a moisture content of at least 8%.

4.2.2. Methods

4.2.2.1. Steam explosion treatment

Treatment of pure cellulose fibers was carriediowt steam explosion pilotscale equipment.
This steam explosion prototype, designed in theadepent of Industrial Biological
Chemistry - ULg - Gembloux Agro-Bio Tech (Jacquetak, 2011), This steam explosion
prototype consists of a steam generator (29.4 kWérating pressure: 6.0 MPa), a 50 liters
vessel designed to reach a maximum operating pees$ib.1 MPa and a cyclone explosion
tank, to recover the exploded product that is binbagvay by the expanding steam. A quick-
opening ball valve, placed between the vessel Aadekplosion cyclone tank, is used to
induce a sudden decrease in pressure and givexples®n effect.Heating resistors are
present on the reactor wall to carry out preheafir@°C) and thus limiting the amount of
steam required to reach the target temperature.

Steam explosion runs were carried out using theesamount of cellulose fibers (500 g of dry
matter, moisture : 8%). After placing the materralthe reactor, the combination of steam
pressure (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 MPa) andtretetime (2 and 5 minutes) were adjusted to
the desired treatment conditions. Counting of #terntion time was started when the vessel
reached 96 % of the target pressure.

After the treatment, the exploded material was @eddb about 30°C and was centrifuged to
recover the solid parts. This fraction was wateshes and used for enzymatic hydrolysis. In

parallel, water retention, X-ray diffraction and A@nalysis were performed.
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4.2.2.2. Enzymatic hydrolysis

Hydrolysis process was adapted from the methodamidérghem et al. (2011). Cellulose was
enzymatically hydrolyzed by a cellulase mixturenfrdrichoderma reeseATCC 26921
(Celluclast® 1.5 L) and cellobiase froAspergillus NigerfNovozym 188) (Novozymes A/S
Denmark). Both enzymes were purchased from Signurieh (St. Louis, MO, USA). The
activities of Celluclast® 1.5 L and Novozym 188 wenf 30 FPU/mL and 295 CBU/mL
respectively. Applied enzyme loadings were 7.5 Ffpahh of cellulose for Celluclast® 1.5 L
and 37 CBU/gram of cellulose for Novozym 188.

Steam exploded cellulose were suspended in cltgter (0.05 M, pH 4.8) at a concentration
of 50 g/l. Hydrolysis took place in 250 mL cappedrén bottles incubated in a water bath
equipped with a submersible magnetic stirrer (2M&gdrive 6, Munich, Germany) at 5

for 24 h. Stirring was continuously performed watistir bar at 400 rpm.

4.2.2.3. Analysis of cellulose hydrolysis produaid determination of hydrolysis vield

Separation and quantification of hydrolysis produgdlucose, cellobiose) were performed
using a high-performance anion exchange chromatbgrawith pulsed amperometric
detection (HPAEC-PAD, ICS-3000) (Dionex, SunnyvaldSA). Before HPAEC-PAD
analysis, samples of withdrawn hydrolysate wergesiied to 100x dilution and filtered (0.45
pim). Glucose (G8270-100G>-99.5 %) and cellobiose (C7252-25G 98 %) standards were
obtained from Sigma—Aldrich (St. Louis, USA). Thengonents were separated using a
CarboPac PA100 column set (guard and analyticabn@x). The solvent A was 100 mM
NaOH, solvent B was 600 mM CH3COONa and 100 mM Na&dvent C was 500 mM
NaOH and solvent D was distilled water (HPLC gradklvents). The gradient was as follow:

0—8 min 50% A and 50% D, 8-12 min linear gradigmtar100% A, 12—-15 min 100% A, 15—
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25 min linear gradient up to 30% B and 70% A, 25x%38 30% B and 70% A, 30—40 min

50% B and 50% C (cleaning).

Hydrolysis yield after 24 hours was determined lbynparing the amount of glucose and
cellobiose produced in the hydrolysate to the tamaount of glucose in the pretreated
biomass by using the following equation (Eq.1).

Glucose produced  1.053 x cellobiose prod 9&%0
Total amount of glucose in the pretreated biomass

Hydrolysis rate (%¥

(Eq.1)
Where 1.053 is the factor to determine equivaleftglucose from cellobiose (Dowe et al.,

2008).

4.2.2.4. X-Ray Diffraction analyses

The crystalline state of the cellulose samples weegermined isothermally by X-ray
diffraction using a D8 Advance diffractometer (BenkGermany)X Cu=1.54178 A, 40kV,
30mA) equipped with a Vantec (Bruker, Germany) diete and a TTK450 low-temperature
Chamber & TCU 110 Temperature Control Unit (AntaaaP, Graz, Austria) connected to a
circulating water bath (Julabo, Germany). D-spasingre determined in the 15°s & 27°
range using the Bragg law. Diffrac Plus Evaluati@n0.0.0 program (Bruker, Germany) was
used to normalize and process the results.

The sample crystallinity was determined by the Segdhod (Eq. 2).

I, —I
— 227 18.5
Xcr - |
22.7

(Eq. 2)
WhereX,, is crystallinity index. Equation 2 using the hdighthe b, 7 peak and the d s peak.
l,o.7 represents both crystalline and amorphous materale |55 represents amorphous

material only.
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The expression requires that the amorphous matéffedcts with the same intensity at 18.5°
and 22.7°, and that the crystalline cellulose dusscontribute to the intensity at 18.5° (Segal
et al. 1959).

Evolution of samples crystallinity was also estiathby the method described by Bibin et al.
(2010) which used the ratio of scattering intensity22.7° (indicative of cellulose | content)

vs. intensity at 20.4° (indicative of cellulosectintent).

4.2.2.5. Water retention values

Water retention values were determined by the noketiescribed by loannis et al. (2006) and
Sikora et al. (2008).

About 0.5 g samples were immersed in deionized miate24 h at ambient temperature.
Samples were then placed in a filter centrifugatiobe (pore diameter: 0,2 um) and
centrifuged at 8000g for 10 min (Beckman Coultelegia X-15R Centrifuge). Wet samples
were then weighed (Ww), dried in an oven for 24 A@°C and cooled in a desiccator. The
weight of the dried samples was recorded (Wd). whter retention value (WRV) was then
calculated by using the following equation (Eq.3).

Ww-Wd

d

WRV (%) = x 10C

(Eq.3)

4.2.2.6. Thermogravimetric analysis (TGA)

Thermogravimetric analyses were performed on a Ibtefioledo TGA/SDTA 851e under
nitrogen (50 ml/min). Steam exploded cellulose weeated from 20 to 600°C at a heating
rate of 20°C/min. The mass of the sample rangedh fibto 10 mg depending on the

experiment.
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4.3. Results and Discussion

Steam explosion treatment severities were detednuseng a model developed by Chor
and Overend (1988). This model describes the treatraeverity by a correlation betwe

temperature process and retention ti

T(£)-100
S =TLogul exp( —=2 " 4s
aufexp ( 14,75 )
Where: S = Severity Factc

T(t) = Process temperature (

,_,.
I

Retention time (mit
14,75 = Activation energy value in the conditiavisere process kinetics &

of first order and obey to Arrhenius law

After considering thefficiency of our pilo-scale steanexplosion plant, it was shown tha
long time (approximately 15 to 25 minutes) was mem to reach the different tarc
pressures. In these cases, the treatment sevargyintlude the time necessary to reach

target pressure (demand time) and the severity fastalculated by the integral fo.

T(£)-100

H=Lo mfle
&0k =l 1475

).l

WhereT is the process temperature (°C) a; andt; are respectively the time at the start
the end of the reaction (Overend et al. 1¢

By considering théypothesis that the temperature increases ling@attyevery increment ii
pressure (Li and Chen. 2008), the severity fachor lze calculated by the following equati

corresponding tthe integral resolutio
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S=Logny

14, 75 1— £n)

Te+1-100

(Tar1-Ta)

[exp

(

14,75

) —exp(

T =100
14,75

)]

wheret, andt,:; are the initial times Ir incrementsn andn + 1, andT, and T+, are the

process temperatures for tint, andt,.; respectively (Jacquet et al. 20:

Severity factors (SF) of each steam explosion rineat are presented in Table 1 with

corresponding process pressures (MPa) and tempesdfiC) and the different tirrsettings

(retention time and demand timetal test time which include the risimg temperatur)).

Table 1. Pressure, temperature, retention time, demandamdeseverity factor for stea

explosion treatments applied

Samples Name (o ture (°C) Time (i) Time (min  Factor
C200 (SF 2.63) 0.97 171.8 2.01 11.3¢ 2.63
C200 (SF 2.84) 0.98 173.1 5.02 13.1: 2.84
C200 (SF 3.79) 2.01 210.3 2.02 12.4¢ 3.79
C200 (SF 3.97) 2.02 209.0 4.98 14.3: 3.97
C200 (SF 4.41) 2.99 230.9 2.00 16.1¢ 4.41
C200 (SF 4.61) 3.02 229.7 457 19.11 4.61
C200 (SF 4.90) 3.99 247.2 2.01 17.8¢ 4.90
C200 (SF 5.14) 4.03 248.4 5.03 20.51 5.15
C200 (SF 5.31) 5.01 259.3 2.02 19.9¢ 5.31
C200 (SF 5.55) 5.03 261.1 5.00 23.2¢ 5.55

Hydrolysis vyield of the different cellulose fractions obtained fosick steam explosic

treatment were evaluated thighperformance anion exchange chromatogre Fig. 1
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presents the hydrolysis vyield obtained after 24 rhiofor different severity factor

pretreatments.
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Fig 1: Proportion of cellulose C200 and steam explodgidiiose C200 samples hydrolysed

after 24 hours

When the severity factor was below 5.2, resultsagtbthat hydrolysis yield of standard
cellulose and steam exploded samples were in aerbegveen 25 and 27 %. For higher
severity factors, a decrease of the hydrolysislyieds observed. 22 % for C200 (SF 5.31) and
18% for C200 (SF 5.51) compared to the standardilosé C200. Standard deviations of
each hydrolysis yield value were comprised betw@&brand 0.7 %.

A first conclusion drawn from these results is tlh&eems that steam explosion treatment did

not improve the hydrolysis properties of pure dele fibers when the severity factor applied
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was less than 5.2. For higher intensities, reslitsved even an important decrease of the
hydrolysis yield.

This result is widely opposed to the results olgdion various biomass described in many
studies (Schultz et al. 1984; Nunes and Pourqu86;1 Fernandez-Bolanos et al., 2001;
Negro et al., 2003; Sorensen et al., 2008; Chiletkal., 2011). This result further suggests
that the increase of enzymatic hydrolysis yield wlag to the removal of other biomass
components like hemicelluloses and lignin during skeam explosion treatment, but may not
improve the hydrolysis properties of the cellul@iber.

To explain these observations, the present stuayskd on the determination of the
accessibility of the steam exploded samples toreesyattack. Literature shows that cellulose
accessibility to enzymatic complex can be mainlarebterized by studying two physico-
chemical properties: crystallinity and water retemt(Paquot et al. 1981, Yeh et al. 2010,

Vanderghem et al. 2012).

X-ray diffraction analyses were done on cellulos#9C and cellulose C200 steam exploded
samples for each severity factor. A comparisorhefdifferent pattern show differences in the
overall crystallinity and cellulose I/cellulose dontent of the samples. Samples exhibit
highest intensities at a scattering angle of 2ihdfcating the presence of cellulose I, which
correspond to the crystalline part of the celluler (Nelson and O’Connor 1964).

When the severity factor was below 5.2, scattemgnsity at 22.7° became more prominent
in steam exploded samples with the severity fasttansity. In order to semi quantify the

crystallinity development of steam exploded sampies crystallinity indexs were estimated

from the peak height at 22.7°and 18.5° (Seagal latl@62, Thygesen et al. 2005).

Crystallinity indexs are reported in Figure 2.
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Fig. 2 Crystallinity index andb 74120 4-ratio of cellulose C200 and steam exploded samples

Results obtained showed a slight increase of tistaltinity of the steam exploded sample
with the increasing of severity factor (72 % for@@2o 82% for C200 (SF 5.14)). The ratio of
scattering intensities at 22.7° and 20.4%;{dl»049 also indicate a modification
in cellulose I/cellulose Il content (Figure 2.). €I'h progressive increase of the
ratio by 74120.4° (2.45 for C200 to 3.61 for C200 (SF 5.14)) mayiriderpreted as an increase
in the proportion of cellulose | crystallites witlespect to cellulose Il crystallites which
confirmed the increase of cellulose | correlatednantensification in the overall crystallinity
of the samples (Bibin et al. 2010).

When the severity factor reached 5.2, patterns etoav further decrease of intensities at

22.7° and exhibited a slight shoulder at a scaigeaingle of 20.4° indicating a change in the
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relative cellulose | / cellulose Il content resudfiin a decrease of the crystallinity of the
samples.

Several studies showed that crystallinity of thdlukese has an impact on enzymatic
hydrolysis yield (Paquot et al. 1981, Yeh et all@0Vanderghem et al. 2012). Crystalline
regions of cellulose are very compact and resisiargnzymes and are less susceptible to
enzymatic hydrolysis than amorphous regions. In aherphous regions, endo and exo-
glucanases are believed to hydrolyze cellulose edsethe crystalline region hydrolysis is
dominated only by exo-glucanases, resulting in achmalower hydrolysis yield in the
crystalline regions than in the amorphous regidfeh(et al. 2010). Therefore, the increase of
crystallinity could lead to a decrease of the hiygris yield, which is not observed in this
study. This result implicates that crystallinityrist the only factor to consider to explain the
hydrolysis patterns. Other factors than crystalimould influence the contact between the
enzyme and substrate. Water retention is an impoféactor affecting cellulose hydrolysis.
(Mantanis et al. 1995). Water retention determiaasessibility of the water to the substrate.
This property is an element which contributes talv@wntrol over the swelling potential and
the accessibility of the enzyme since celluloseirchanust be hydrated to permit an
enzymatic attack (Vanderghem et al. 2012). As therfswells, intermolecular bonds are
broken as a result of the internal stresses probdyaavelling. The degree of order within the
fiber is reduced and there is an increase in thexiBp surface available for enzymatic
hydrolysis (Mantanis et al. 1995). Water retenttonld be influenced by the morphology of
the substrates (particle size, pore size, etc.ghwvbetermines a specific surface area that will
be available for enzymatic attack, but also bydimeensions of the crystallites and the degree

of crystallinity.
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Water retention values of C200 cellulose and steaphoded cellulose are presented in figure

3.
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Fig. 3: Water retention values of cellulose C200 andmstegploded samples

Results show a continuous increase of the watentien values with the severity factor

applied (from 60 % for the raw C200 cellulose t® 20 for treated C200 cellulose (SF 5.14)).
For severity factors higher than 5.2, a very highrease of water retention values was
highlighted (141 % for C200 (SF 5.31) and 187 %G&00 (SF 5.55)).

When the severity factor was below 5.2, the ina@ezfswater retention values was related to
an increase of specific surface area and swellnigyldration of the cellulose fiber (Paquot et
al. 1981, Vanderghem et al. 2012). However, thizdéase in accessibility to water and

probably to enzymes is not correlated to an inaedsydrolysis yield.
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To explain the hydrolysis patterns, water retentamial crystallinity of the samples must be
considered simultaneously.

Hypothesis to explain this phenomenon was, in oag, what steam explosion increases the
water retention values of cellulose. This increessults to the increasing of the specific
surface area of cellulose fiber. This increase wfage area increases the accessibility of
cellulose to enzymatic attack by increasing the @mhof potential enzymatic binding sites.

On the other hand, the increase of crystallinityangethat most of the enzymatic attack is
performed only by exo-glucanases.

Therefore, the increase of the amount of poteehiamatic binding sites is counterbalanced
by the fact that a greater proportion of the sabstwill be accessible only to exo-glucanases
and explains the similarity of the hydrolysis paite

For treatment intensities higher than 5.2, thehentdecrease of crystallinity, combined with
the increasing of the retention moisture valuesukhbave led to an important increase of
hydrolysis yield, which was not observed. In trasge of treatment intensities, an additional
factor must be considered to explain the results.

A previous study has shown that the intensity e&st explosion treatment had an influence
on the thermal degradation of cellulose (Jacquedl.eR011). The thermal degradation of
cellulose implies two parallel reactions. The fiosie is a dehydration reaction which conduct
to the production of a first intermediary (anhydsthalose) which is further quickly
decomposed to carbonaceous residues (char). Thendseeaction implicates an active
depolymerizing of cellulose. This reaction leads aohydrosugar intermediaries (tars),
especially levoglucosan which lead to the formabbuifferent degradation products such as
5-HydroxymethylFurfural (Quiévy et al. 2009, Jacgateal. 2011). When the severity factor
of the steam explosion treatment is higher than §.@as shown that the thermal degradation

of cellulose is mainly conducted by the dehydratateaction (Jacquet et al. 2011).
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Figure 4 shows the carbonaceous residues values lgfel) observed on the TGA curves at

the end of the pyrolysis of C200 cellulose andrsteaploded cellulose samples.
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Fig. 4 Carbonaceous residues values at the end ofysysdbr cellulose C200 and steam

exploded samples

The results obtained from figure 4. show that cadoeous residues at the end of the
pyrolysis seemed similar for the cellulose C200 thedtreated cellulose obtained at a severity
factor below 5.2 (7,5% to 9,5 %). For higher sdyefactors, an important increase of the
char level was observed (15 % for C200 (SF 5.31) 255 % for C200 (SF 5.55). These
results, in agreement with previous work (Jacquet.€2011) confirmed a significant thermal
degradation of cellulose in this severity factonge. This thermal degradation leads to an
important change in substrate composition (Quiet/yale 2009). Increasing amounts of
degradation products in the sample induced a deered the cellulose available for

hydrolysis and explained the decrease of the obdenydrolysis yield. In the same way, the
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change in composition had an impact on the physi@mical properties of the samples. The
decrease in the cellulosic ratio of the samples emgelated to the decrease of the overall
crystallinity. As for water retention, the large @umt of degradation product was mainly due
to a dehydration reaction (such as anhydrocellyil@Seheirs et al. 2001) combined with a
significant disintegration of the material (Quieey al. 2009) which induced a very high

increase of the specific surface area explainimgitfiportant increase of the water retention

values observed.

4.4.Conclusion

The main conclusion drawn from this study was gteam explosion treatments, applied on a
pure cellulose fiber, under the conditions of tkisidy, did not appear to improve the
enzymatic hydrolysis yield. However, this studywld that steam explosion had an impact
on the physico-chemical properties of the cellulbser. For severity factors below 5.2, an
increase of the accessibility of the substrate ezasterbalanced by an increase of the overall
crystallinity of the substrate. For higher interest a significant thermal degradation is

observed and lead to a decrease of the cellulat®lygis yield.
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4.7. Supplementary electronic material
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CHAPITRE V

INFLUENCE OF HOMOGENIZATION TREATMENT ON
PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES AND ENZYMATIC
HYDROLYSIS YIELD OF PURE CELLULOSE FIBERS

Adapted from: Nicolas Jacquet, Caroline Vandergh&abine Danthine, Christope Blecker, Michel Paqua0lp).
Influence of homogenization treatment on physicersital properties and enzymatic hydrolysis yieldpofe cellulose

fibers. Applied Biochemistrsoumis
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Aprées avoir procédé a I'étude de la steam exploderiravail de recherche s’est ensuite
orienté vers la seconde technologie de prétraitearansagée : ’lhomogénisation.

Le présent chapitre reprend les résultats relatifapplication de cette technologie sur la
cellulose modéle.

L'étude de I'impact de 'homogénéisation sur laldeke a été menée par différents auteurs
(Bhatnagar (2003), Nakagaito (2004), Habibi (20G8))cours de la derniere décennie. Les
résultats de ces études montrent que I'homogéigisatovoque l'effondrement de la
structure macroscopique des fibres de cellulosmetiuit a I'obtention d’'une suspension de
microfibrilles de cellulose, entités distinctes qumposent la fibore de base. Ces mémes
auteurs ont également montré que ces suspensiangdsdibrilles peuvent s’organiser en un
réseau tridimensionnel qui va conférer des progsiétéologiques a la suspension.
Cependant, aucune des approches décrites dant$ératlire n'a permis d'évaluer le gain
éventuel apporté par cette technologie en termasdlioration des rendements d’hydrolyse,
sujet du présent chapitre.

Dans un premier temps, un modéle de calcul du rédd#homogénéisation » est présenté. Ce
modele de calcul permet d’estimer plus précisénentombre de passage appliqué a la
suspension de cellulose dans un systeme de traitexoetinu.

Les modifications des propriétés chimiques appsriga I’'homogénéisation sont ensuite
envisagées. Les propriétés suivies sont similaireslles étudiées lors de I'étude sur la steam
explosion (cristallinité et rétention d’eau) et cans le but évident de comparer les deux
technologies.

Contrairement a la steam explosion, I'étude deégradation thermique de la cellulose en
cours d’homogénéisation n'a pas été menée en ralssnfaibles températures atteintes
pendant le prétraitement (60°C). Par contre, I'hgémgisation entraine des modifications des

propriétés rhéologiques du milieu traité, propséjéi ont été caractérisées.
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Enfin, le chapitre V se finalise en présentant jaot de I'homogénéisation sur les
rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellulosedéle. Comme pour la steam
explosion, des liens ont été établis entre les emmahts, les modifications des propriétés
physico-chimiques de la cellulose et les propriétéslogiques développées par les différents

échantillons.
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Abstract

The aim of this study is to compare the effect iffiecent homogenization treatments on the
physicochemical properties and the hydrolysis yielda pure bleached cellulose. Results
obtained show that homogenization treatments ingtbe enzymatic hydrolysis yield of the
cellulose fibers by 25 to 100 percent, dependinghef homogenization treatment applied.
Characterization of the samples showed also thatogenization had an impact on some
physicochemical properties of the cellulose. Forderate treatments intensities (pressure
below 500 bars and degree of homogenization belswEhergy input < 32 kWh / kg of
cellulose), an increase of the water retentioneal(WWRV) correlated to the increase of the
hydrolysis yield were highlighted. Result also skawthat the overall crystallinity of the
cellulose appeared not to be impacted by the hompagon treatment.

For higher treatment intensities, homogenized lmdki samples developed a stable
tridimentional network that contributed to decreasflulases mobility and slowdown the

hydrolysis process.

Keywords
Homogenization, Microcrystalline Cellulose, Enzymahydrolysis, Crystalinity, Water

retention.
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5.1. Introduction

In the recent economic context, there has beerasarg concern for the use of cellulose-
based products as raw materials to produce seceneration biofuels [1-2] or high added
values products [3-4]. In this sense, lignocellidovaterials, which are widely composed of
polymer materials such as cellulose, hemicellul@seklignin, appears to be promising [5].
However, the economic feasibility to use lignocielbic materials depends on the ability to
perform a complete fractionation of the biomass.abhieve this goal, materials must be
subjected to a pretreatment [6].

A large number of pretreatment processes for thetibnation of biomass are highlighted in
recent review articles [7-10]. These pretreatmeteishnologies can be classified into
biological, physical, chemical and physico-chemieatording to the different forces or
energy used in the process [7]. Literature estaddisthat physico-chemical pretreatments
offer several attractive features such as loweirenmental impact, lower capital investment,
more potential for energy efficiency, fewer hazarsigrocess chemicals and conditions,
possibility of using a large chip size... when conggiato other fractionation technologies.
Physico-chemical pretreatments include technolagy ®s steam explosion, liquid hot water,
ammonia fiber explosion (AFEX)wet oxidation, microwave and ultrasound pretreatsien
and CQ explosion [9]. Steam explosion and S€ieam explosion are actually the most
widely employed pretreatments for lignocellulosiorbass. These technologies allow the
breakdown of lignocellulosic structural componeyssteam heating, shearing forces due to
the expansion of moisture and hydrolysis of glydimsbonds by the acid formed during the
process [11-12]. Liquid hot water is another easg widely used hydrothermal treatment,
with parameters very close of the steam exploiahdoes not require rapid decompression

or any catalyst or chemicals [13]. The third pratmeent widely used is the AFEX process,
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which pretreats biomass with liquid anhydrous amiaand high pressure [7]. The rapid
release of the pressure at the end of the procasses the expansion of the ammonia gas
which induces swelling and physical disruption mnbcellulosic materials and a partial
decrystallization of cellulose [14]. Wet oxidatioB(O, explosion, microwave and ultrasound
pretreatments are less used in the industry andinsnupto now at a pilot scale [15-18]. All
theses differents studies highlight the positiieafinduced by shear stress on the structure
opening and hydrolysis yields of the biomass. Havemone of them mention the high shear

homogenization technology as a potential methqueétreat biomass.

Currently, high-pressure homogenization technolisgysed to disperse, mix, emulsify, and
process various products in various industrial @sctchemical, pharmaceutical, specialty
foods and biotechnology [19]The homogenization technology consists of a pasitiv
displacement pump to which is attached an homougenivalve. The pump forces fluids
through the homogenizing valve under pressure, theriquid flows between the valve at
high velocity [20]. As the velocity increases, thpressure decreases producing an
instantaneous pressure drop and induce simultalye@ienomena of cavitation, shear,
turbulence, which are very difficult to rank in erdof importance and to quantify, but has

sufficient energy to disrupt materials structurg-g3].

Several studies have already shown the impact ofolgenization technology on biomass
material and mainly on the cellulose fibers streetDinant et al. [23] have shown that
homogenization treatment, applied ooedlulosic residue asugar beet pulp parenchyma cells
induce the breakdown of the macroscopic fiberscaire and lead tan aqueous suspension
of either individual or bundles cellulose microfibrwith outstanding rheological properties,

with solid-like viscoelastic behaviour and sheamnting flow behaviour [24].
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Similar results were obtained by Bhatnagar (200@)agaito (2004) and Habibi (2008h
cellulosic fraction of various lignocellulosic matds (fibrillated kraft pulp,peel of prickly
pear,...) which confirmedhat homogenization treatment induce irreversible charigethe
cellulose fibers structure and increase their bagdpotential by modification of their

morphology which could induce a potential increafsthe cellulose hydrolysis yield [25-27].

The objective of this study was to evaluate theatfiof homogenization treatment on the
enzymatic hydrolysis yield of the cellulose fibevarious treatments intensities were applied
on a pure cellulose fiber in order to identify thgact of the process on the physicochemical
properties and hydrolysis yield. Links betweenwdele hydrolysis yields, crystallinity index

and moisture retention were established. In additibeological analyses were performed to
characterise the viscoelastic properties develdpethe homogenized cellulose suspension

and their possible influence on the hydrolysis pesc

5.2. Material and Methods

5.2.1. Cellulose material

The sample tested in this study was a microcryseltellulose purchased from Mikro-

technik GmbH (Germany) under the trade name of Aitbl@ C200. This commercial product
is bleached cellulose obtained from wood pulp andfipd from hemicelluloses and lignin.

The average fiber size is around 200 um in length & diameter of 30 um. Its apparent

density is between 120-150 g/dmith a moisture content of at least 8%.
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5.2.2. Homogenization treatment

10 liters of cellulose fiber suspension, at 2 w/w#ncentration in deionized water, was
homogenized through a pilot scale Rannie homogemimel LAB, 12.51H (APV Inc.,
Charlotte, United States) in a continuous recyoldiguration.

Homogenization treatment was performed with a @ridtow rate of 2 I/min and a range of
homogenizer conditions including various pressu(s0 and 500 MPa) and recycle
operations times (60, 120 and 240 mifhe valve and seat valve configuration was a
standard flat system, usually used in a varietjootl, dairy and chemical applicatiornkhe
high recirculation rate relative to the voluroé solution in the feed tank (2 I/min, 10 |
solution) provided adequate mixing. Temperatur¢hef product was controlled with an ice
cooling system to maintain the product at a condtamperature of 55-60°C. At the end of
the process, one part of the homogenized suspengsirecovered in 250 ml Duran bottles
for the enzymatic hydrolysis step. The other paas Wophilized to achieve x-ray diffraction

analyses and to keep the product for further use.

5.2.3. Enzymatic hydrolysis, analysis of celluldsgdrolysis products and determination of
hydrolysis yield

Cellulose homogenized suspension was enzymatidajigrolyzed by a cellulase and
cellobiase mixture Trichoderma reeseATCC 26921 (Celluclast® 1.5 L) andspergillus
Niger (Novozym 188) (Novozymes A/S, Denmark). The metivad adapted from a process
described by Vanderghem [26]. Both enzymes mixtueee purchased from Sigma—Aldrich
(St. Louis, MO, USA). The activities of Celluclast®5 L and Novozym 188 were of 30
FPU/mL and 295 CBU/mL respectively. Applied enzyrnwadings were 7.5 FPU/g

(Celluclast® 1.5 L) and 37 CBU/g (Novozym 188).

138



Hydrolysis took place in 250 mL capped Duran betilecubated in a water bath equipped
with a submersible magnetic stirrer (2mag MIXdr&seGermany) at 52C for 24 h. The pH
was adjusted to 4.8 with citrate buffer and a cardus stirring was performed with a stir bar
at 400 rpm.

Samples obtained were filtered (0.4%n). Separation and quantification of hydrolysis
products (glucose, cellobiose) were performed watthigh-performance anion exchange
chromatography using a CarboPac PA100 column setrdgand analytical) coupled with
pulsed amperometric detection (HPAECPAD, ICS-30(@pnex, Sunnyvale, USA). The
solvent A was 100 mM NaOH, solvent B was 600 mM CBA®Na and 100 mM NaOH,
solvent C was 500 mM NaOH and solvent D was destilvater (HPLC grade solvents). The
gradient was as follow: 0—8 min 50% A and 50% D13B#in linear gradient up to 100% A,
12-15 min 100% A, 15-25 min linear gradient up @863B and 70% A, 25-28 min 30% B
and 70% A, 30—-40 min 50% B and 50% C (cleaningke Tallulose conversion to glucose
and cellobiose were calculated using the folloneggation (Eq 1.) described in the work of
Vanderghem [28].

Glucose produced  1.053 x cellobiose prod ():&%O

Hydrolysis rate (%
yarow O Total amount of glucose in the pretreated biomass

(Eq 1)

5.2.4. Optical microscopy

Observations were performed on homogenized suspensvith a NIKON Eclipse E400
microscope(Kanagawa, Japan) equipped with a Basler video @ifésion Technologies,
Ahrensburg, Germany) amdounted with a 20X objectif (Carl Zeiss, Germariijcrographs

were treated with an image processing software IAJGI1500.
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5.2.5. X-ray diffraction analyses

The crystalline state of the homogenized sample® \@etermined isothermally using a D8
Advance diffractometer (Bruker, Germany) Cu=1.54178 A, 40kV, 30mA) equipped with a
Vantec (Bruker, Germany) detector, and a TTK450-lemperature Chamber & TCU 110
Temperature Control Unit (Anton Paar, Graz, Au¥tdannected to a circulating water bath
(Julabo, Germany). The diffraction intensity wasaswaed between the Bragg angles 15° and
27°. Diffrac Plus Evaluation 14.0.0.0 program (BeykGermany) was used to normalize and

process the results.

5.2.6. Water retention values

Water retention values were determined by the ntethdapted from loannis [27].
Homogenized samples were placed in a filter cargafion tube (pore diameter: 0,2 um) and
centrifuged at 8000g for 10 min (Beckman Coultelegia X-15R Centrifuge). Wet samples
obtained were weighed (Ww), dried in an oven foh24t 105°C and cooled in a desiccator.
The weight of the dried samples was recorded (VWWH§ water retention value (WRV) was
then calculated by using the following equation g£q

Ww-Wd

d

WRV (%) = x 10C

(Eq 2.)

5.2.7. Rheological analysis

A Bohlin CV0O120 controlled stress rheometer (MatyéWorcestershire, United Kingdom)
fitted with a rotary upper cone (diameter : 40 mangle : 4%) and a fixed lower plate
(diameter : 60 mm), connected to a circulating wheh (Julabo, Germany) was used for this

study. Homogenized samples were loaded on the rbteonplate with care to minimize
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shearing during the loading and silicon oil wascpthon the probe periphery to prevent side
effects. The gap closure was fixed at 150 um.

Oscillatory stress sweep tests were then condumted the range to 0.1 to 100 Pa with a
frequency of 1 Hz at 20°C. Frequency sweep teste vaalized at 20°C with a specific shear
stress (in the Linear Viscoelasticity Region (LVR},a value of 50 % of the critical stress

(0)) with a range of frequency of 0,01 to 10 Hz.

5.3. Results and Discussion

5.3.1. Multiple-pass homogenization and degree ofrfbgenization

In most product processing systems, homogenizateatment is generally performed in a
single-pass process. In the case of celluloseralesteidies have shown that cellulose must be
homogenized with additional passes to obtain iheividual or bundles of cellulose
microfibrils [23, 25-29].

In this study,cellulose was treated in continuous, implicatingttthe product from the
homogenizer was recycled during different timedirét theoretical pass number applied in
this condition could be easily estimated by théofeing relation (Eq 3.).

\Y,

T= BX M
Where: T=  Process time (min)
V = Volume of the sample (L)
D= Flow rate (L/min)

M = Theoretical number of pass

(Eq 3.)
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However, the recycle system configuration is notesgy to analyze because there is no
certitude that the entire batch has undergone hiberetical number of passes. A certain
fraction of the batch does it, but there is sonaetfon of the batch which have undergone
greater or fewer numbers of passes. To take accolnhis phenomenon, Leviton has

developed a mathematical relati(iq. 4) that allows the calculation of the peregetof the

total volume (f), which has undergone P homogeminah continuous multi-pass process for

atheoretical number of pass (NBO].

MFe™
f=
P!
(Ea 4.)
Where: f= Fraction of total volume which haseieed P passes

M = Theoretical number of pass
P = Number of passes

I = factoriel index

With these both equations, value of f was easilgwated (M = 12, 24 and 48), and the

following distributions were established (Fig 1.).
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Fig. 1: Percentage of the total volume (f), which has ugdee P homogenization for a

theoretical number of pass of 12, 24 and 48

From these distributions, it was possible to detleena “degree of homogenization”, which
corresponds to the minimum number of passes unaérbg 99 % of the cellulose
suspension

The degrees of homogenization of each treatment mresented in Table 1 with the

corresponding process pressures (mPa), procesgrtimeand theoretical number of passes.
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Table 1. Pressure, process time, theoretical number afgsaslegree of homogenization, and

energy input / kg of cellulose for homogenizaticeatments applied

Samples Name Theoretical
(pressure MPa/ Pressure  Process  number of
homogenisation (MPa) Time (min) passes (nr.

Degree of  Energy Input /
homogenization Kg cellulose
(nr. passes) (kWh/kg)

degree) passes)
C200 (25/4.2) 25 60 12 4.2 8.0
C200 (25/12.9) 25 120 24 12.9 16.1
C200 (25/32.1) 25 240 48 32.1 32.4
C200 (50/4.2) 50 60 12 4.2 16.1
C200 (50/12.9) 50 120 24 12.9 32.4
C200 (50/32.1) 50 240 48 32.1 64.7

5.3.2. Characterization of homogenized cellulose
Cellulose accessibility by enzymatic complex hagreat influence on hydrolysis yield
Literature shows that cellulose accessibility cannbainly characterized by three physico-

chemical properties : particle size, crystalliratyd water retention [31].

Particle size characterizations of homogenizeduloee were performed by microscopic
observations. Size characterization with the d@mater was not adapted because of the
important shape factor of cellulose fibers.

Microscopic observations of the particle size ofmogenized cellulose with the pressure and

the degree of homogenization applied are presented. 2 and Fig. 3.
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Fig. 2 Microscopic observations of cellulose particleesivith pressure. a C200 cellulose, b

C200 (25 MPa / 32.1 nr. passes), ¢ C200 (50 MPA f¥2 passeskcale barl00um

Fig. 3: Microscopic observations of cellulose particlee svith the degree of
homogenizationa C200 cellulose, 8200 (50 MPa / 4.2 nr. passes), ¢ C200 (50 MP&Y 12

nr. passes), d C200 (50 MPa / 32.1 nr.pasSes)e barl00pm
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Results show that the shearing treatment has afisagit impact on the cellulose fiber

structure, and results in obtaining micro-fibrilsspensions. These results agree with other
literature datas [23,25]. Increase of the appliedsgure and degree of homogenization
applied results in a progressive decrease of thex Bize, which suggest that a major surface

area will be available for enzymatic attack.

A second factor that may influence the contact betwthe enzyme and the substrate is the
cellulose crystallinity. Literature shows that ematic hydrolysis of the very compact and
resistant crystalline region is much slower thanthe amorphous regions [32,33]. In
crystalline region, hydrolysis is dominated only byo-glucanases activity whereas less
compact amorphous regions are believed to be hydkdl by endo and exo-glucanases
activities [33]. Therefore, a decrease or an irsgaa the cellulose crystallinity, could lead to
modify the hydrolysis yield of the cellulose.

Fig. 4 presents X-ray diffraction pattern of cedse C200 and homogenized cellulose

samples.
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Fig. 4: X-ray diffraction pattern of cellulose C200 anahfiogenized cellulose

Analysis of the different pattern show many simiias in the overall crystallinity
and cellulose I/cellulose Il content of cellulos20D and homogenized cellulose samples.

All samples exhibit high intensities at a scattgremgle of 22.7° indicating the presence
of cellulose I, which correspond to the crystallpeat of the cellulose fiber [34]. The degree
of crystallinity of the samples, estimated from pgeak height at 22.7°and 18,5° [35,36], was
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included in a narrow range from 70 to 74 %. Evalutof the ratio of scattering intensities at
22.7° and 20.4° (correlated to the cellulose lidelle Il content) of homogenized samples
were also very close to the non-treated cellulmgBcating a high constant in the crystallinity
of the samples [37]. These results were in accaelanth litterature [38] which showed that

crystallinity of homogenized cellulose obtainednfraéhe peel of prickly pear fruits did not

appers to be modified by the homogenization treatme

So, these observations confirm that cellulose alysity was not affected by the

homogenization treatment asdould not influence the cellulose hydrolysis yield

Water retention is a further important factor afifteg cellulose hydrolysis. This property is an
element which contributes toward control over theeasibility of the enzymes since, to be
hydrolysed by the enzymatic way, cellulose chainsinbe hydratedAs the fiber swells,
intermolecular bonds are broken as a result ofriteznal stresses produced by swelling. The
degree of order within the fiber is reduced anddhe an increase in the specific surface
available for enzymatic hydrolysis [39].

Water retention values (WRV) of raw C200 cellulosed homogenized cellulose are

presented in Fig. 5.
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Fig. 5. Water retention values of cellulose C200 and hgenzed cellulose (WRV)

Water retention values increased in an apprecialalg with the pressure and degree of
homogenization appliedResults suggest also that high treatment intessfpesssure: 500
bars and degree of homogenization higher than 12a8) more significant impact on the
increase of WRM275 % for the C200(50/12.9) and 330 % for the G20(82.1)50). These
increases of water retention values indicate, soatance with the microscopic observations
realized, an increase of specific surface coupbed swelling by hydration of the cellulose

[33,40].

5.3.3. Rheological characterization of homogenizesllulose
A last factor that may influence the contact betwt® enzyme and the substrate is linked to
rheological properties of cellulose homogenized samples. &itge showed that

homogenizectellulose suspensions developed, at the lowestetdration (0.25 % wiw), a
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shear-thinning flow behaviour, and could be congdeas classical pseudoplastic material
[22,41].

Oscillatory stress sweep analysis was performeathévacterize the rheological properties of
each homogenized suspensions. Analyses show sipridite for all the samples. Fig. 6
shows the effect of oscillatory shear stress orag® modulus (G’), loss modulus (G”) and
strain ¢) of an homogenized cellulose sample (C200 50/3724¢ storage modulus profile
(G’) is constituted of a range of stress wheregGhdependant of the stress applied. This part
of the profile is called the linear viscoelastigion (LVR). In this region, the stress applied is
in phase with the resulting strain which means thattridimentional structure present in the
sample is not broken [42]. At the end of the LVRyrage modulus is equal to loss modulus
and the stress applied, which is not in phase thighresulting straind(>0), this indicates that
the tridimentional structure is disturbed. The srealues corresponding to this point are

called the critical stress) [42,43].
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Fig. 6. Storage modulus (G’), loss modulus (G”) andist@) measurement in oscillation

stress sweep test (C200 50 Mpa /32.1 nr. passes)
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The values of G’ in LRV ands obtained for different homogenized suspensions are

summarized in Fig. 7.
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Fig. 7. G’ in LRV ando values of cellulose homogenized suspensions

These results showed that high intensity treatnaexst required to develop a tridimentional
microfibrils network. Samples obtained below thesmditions had an extremely weak
storage modulus (G'< 20 Pa) and a very low stagb{iit < 1 Pa) indicating that shearing
treatments were not strong enough to produce &muff amount of microfibrils to develop a
tridimentional network [44]. For higher intensitie increase of values of storage modulus
at LVR and critical stress were observed. Thisaaske is in agreement with the development
of a stable network in the homogenized suspendibase results could be explained by an
increase of the amount of microfibrils with the aheg intensity, which allowed the
formation of the tridimentional network, with as nsequence a strength stability

reinforcement of the hydrogel which could affect tiydrolysis step [45,46].
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The results of frequency sweep tests confirm ti@sd. Profiles obtained for high intensities
treatment showed a small gradual increase of G’ @havith the frequency (Fig 8.). This

characteristic indicated a large elastic behavmith a comparative small dissipation of
energy which confirms the presence of a tridimemtad network stabilized by hydrogen

bonds established between the surface hydroxylpgrotithe cellulose microfibrils [45,46].
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Fig. 8. Storage modulus (G’) and loss modulus (G”) iequency sweep test (C200 50/32.1)

In comparison, profiles of the storage modulus ombgenized cellulose obtained at a
pressure below 500 bars with a degree of homogimzéower than 12.9 showed a quick
increase of G’ and G” with the frequency (resultg shown) indicating an important viscous
character of the homogenized suspensions whichtsesainly of the steric hindrance of the

cellulose structure in the sample [45,46].
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5.3.4. Effect of homogenizain treatment on hydrolysis yie of pure cellulose fibel

Hydrolysis yield of the different cellulose fractions obtained foack homogenizatio
treatment were evaluated thighperformance anion exchange chromatogre Fig. 9
presents the evolution of thgydrolysis yieldobtained after 24 hours for different treatm

intensities.
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Fig. 9: Hydrolysis yield(24 h) of cellulose C200 and homogenized cellukzsaple

Results obtained show that homogenization treatmmdhtences th cellulose hydrolysi
yield. The increase of theydrolysisyield was comprised between 25 (C225/4.2) and 100
percent (C200(50/32.1) in comparison to the ced@loC200 and depended to
homogenization treatment appli Results showed also thatcreasing of the cellulos
hydrolysis yield is corr@lted to the shearing (li to the pressurapplie¢) and the degree of
homogenization applied. Comparison of these resuttsa similar previous study perform

on the steam explosion technology, which is commamed to pretreat the bioma
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confirmed the potential of the homogenization. Bteexplosion treatment, applied on 1
same material with different intensitiedid not appearsnprove the hydrolysiyield of pure
cellulose fiber [4F. In contrast, the importa increase of the hydrolysis yi¢ obtained after
applying homogenization trtment reflects that accessibility of the celluloseer after
homogenization is more important compared with ¢habtained via steam explosi
technology and highlights the strong potential omlegenization in the pretreatment of
biomass.

Further, hydrolysis yieldralues obtained for each homogenized samples dmilihked to
the physicochemical properties described at

For homogenized samples obtained wimoderate treatment intensiti€20( (25 MPa / 4.2
nr. passes), C200 (25 MP42.< nr. passes), C200 (25 MPa / 3211 passe) and C200 (50
MPa / 4.2 nr. passedhe increase of hydrolysis yi¢ are mainly correlated to the evolution

the water retention valuéBig 10..
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Fig. 10 Evolution of Hydrolysis yield (24 h) of cellulo: C200 and homogenized cellulc

samples with WRV
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Water retention valuesould be influenced by the particle size and theespgize, which
determines a specific surface area that will beesgible to the water, but also by the
dimensions of the crystallites and the degree ystatlinity of the substrate8[L]. In this case,

it was shown that homogenization did not affectd¢bBulose crystallinity with consequence
that water retention depend mainly on the spesiiiace area developed by the homogenized
samples. Moreover, it was shown that homogenizatieatments applied with moderate
intensities were not strong enough develop a tridimentional netwonkhich should not
influencethe accessibility to enzymes.

For higher treatment intensities, result showed tha important increase of the WRV
observed (274 % for C200(50/12.9) and 330 % forG{20/32.1) was not correlated to a very
important increase of the hydrolysis yield. Resllbw even a decrease of the hydrolysis
C200(50/12.9) with regard to the samples obtainebwser intensities with a lower water
retention values C200(25/32.1) which suggest thatttidimensionahetwork obtained at
higher intensities affected the hydrolysis procddse stable network developed in cellulose
induce a strength reinforcement of the samplestsirel which lead to a decrease in mobility
of the cellulases molecules [45,46]. The physicattact between cellulose and cellulase
molecules is a prerequisite for hydrolytic reactidrhe decrease of mobility induces a
decrease of the interaction between cellulasescaliadose which conduct to a slowdown of

the hydrolysis process [48,49].

5.4.Conclusion

This study investigated the influence of differdrdmogenization treatments on physico-

chemical properties and hydrolysis yield of purkutese fiber.
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The main conclusion drawn from this study was tit@hogenization treatments, applied on a
pure cellulose fiber, under the conditions of thiady, appears to improve the enzymatic
hydrolysis yield and highlights the potential oinhagenization as a pretreatment technology.

Further, this study showed that homogenization Aadimpact on the physico-chemical

properties of the cellulose fiber.

For moderate treatment, an increase of the watentien values of the cellulose, correlated
to the hydrolysis yield was observed. Result alson®d that crystalline properties remains
similar for all the samples.

For higher treatments intensities, the formationaottable network in the homogenized
samples was highlighted. This network appears tlmaga a reinforcement of the samples
structure which leads to decrease the mobility elfutases and slowdown the hydrolysis

process.
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CHAPITRE VI

IMPROVEMENT OF THE CELLULOSE HYDROLYSIS YIELDS
AND HYDROLYSATE CONCENTRATION BY MANAGEMENT
OF ENZYMES AND SUBSTRATE INPUT

Adapted from: Nicolas Jacquet, Caroline Vandergh@hrjstophe Blecker, Paul Malumba, Frank Delvigne, ididPaquot.
(2012). Improvement of the cellulose hydrolysisiggeand hydrolysate concentration by managemergnafymes and

substrate inpuCerevisia.ln press. http://dx.doi.org/10.1016/j.cervis.2A1R002
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Le dernier axe stratégique du doctorat s’est feéalur la thématique de I'hydrolyse
enzymatique de la cellulose modéle.

Cet axe se justifie suite a I'étude menée sur lestrgitements a I'échelle pilote ;
prétraitements a la suite desquels se sont ajdeteproblémes pratiques notamment au cours
des phases d’hydrolyse des échantillons prétragéslement par unité d’enzyme insuffisant,
concentration des hydrolysats trop faible). Cebl@matiques sont actuellement des éléments
majeurs qui limitent les potentialités d’hydrolys@zymatique en termes d'une part de
faisabilité économique et d’autre part en termegrdasposition industrielle.

Le chapitre VI reprend les résultats d’une étudaéeeoour répondre a cette problématique.
L'étude montre qu'il est possible d'optimiser lesndements d’hydrolyse par unités de
substrat ainsi que la concentration des hydrolysatisnus en gérant les ajouts d’enzyme et de
substrat en cours d’hydrolyse. La fin du chapitverde également I'évolution de la viscosité
des hydrolysats en fonction des différentes guamnte substrat et d’enzymes ajoutés en cours

d’hydrolyse.
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Abstract

In order to improve the hydrolysis of cellulose diband to obtain highly concentrated
hydrolysate, two methods based on successive adddf enzyme and substrate were
assessed.

The first method, which required only substrateitall, allowed to increase by 50 % the
hydrolysate concentration and to decrease by 382¢ee units needed.

The second method highlighted the ability to reeety highly concentrated hydrolysate (up
to 170 g/l) by simultaneous addition of enzyme snlstrate.

In parallel, relationships between some limitingtées and the yields of hydrolysis were
investigated. To conclude, viscosity evolution efldose suspension during hydrolysis step

was investigated in the aim to improve the managemieenzyme and substrate addition.

Keywords

Cellulose, Enzymatic hydrolysis, Hydrolysis yiel@ncentration, Cellulase.
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6.1. Introduction

Over the past decades, a great amount of rese#teriest and effort was focused in the area
of lignocellulose bioconversion in many diversifiegsectors such as bioenergy and
biomaterials productionHahn-Hagerdal et al., 20p6Cellulose, the major part of the
lignocellulosic substrate, is a linear polymer casgd of D-glucose links together pyl,4-
glycosidic bonds (Knauf and Moniruzzaman, 2004)accharification of cellulose leads to
individual glucose units, which could be fermentegroduce different products such as fuel
ethanol (Olsson and Hahn-Hagerdahl, 1996), orgacids (Luo et al., 1997), and other
chemicals (Cao et al., 1997.).

In this way, cellulases play a significant roletie process by catalyzing the hydrolysis of
cellulose to fermentable sugars (Menon and Rad.2R(Cellulose enzymatibydrolysis is
generally preferred and show distinct advantages @cid-catalyzecdhydrolysis methods
(higher hydrolysis yields, mild process conditiorfew hazardous and waste disposal
problems, low cost utilities which require non emxpi@e corrosion-resistant reactors) (Zhang
and Lynd, 2004; Pan et al., 2005; Li and Zhao, 2Q07et al. 2008) which make it a
technology of choice for the future bio-fuels and-materials productiotMenon and Rao.,
2012).

However, literature showed that cellulose enzymlayidrolysis encounters several problems
which could be divided into substrate and enzynlated difficulties (Vanderghem et al.
2012). Substrate related difficulties were esséntimked to the lignocellulosic materials
structure which must be submitted to a pretreatnrentder to increase the accessibility of
the cellulosic fraction (Jacquet et al. 2011). EBozyme, the high cost of cellulase is the
critical factor which often hinders large scale laggtion (Chen et al., 2008).

In the past decade, many studies were condweitddthe objective to reduce the amounts of

enzyme used during the hydrolysis step (Menon &l ,R2012). These studies shown that a
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first way to decrease the amounts of enzymes usasdevimprove the yield of the enzymatic
hydrolysis by optimizing the hydrolysis conditiopgcess, increasing the cellulase activities,
enhancing the enzyme complex substrate cocktail position... (Berlin et al., 2005;
Gusakov et al., 2007; Zhou et al., 2009). It hasrbshown that the yield of enzymatic
hydrolysis of cellulose is mainly affected by timétial substrate concentration but also by the
concentration of hydrolyzed products such as gleieosl cellobiose (Tomme et al., 1995).
The continuous de recovery and recycling of enzused was a parallel strategy to reduce
the amount of enzyme needed for a prockseethod widely investigated to recycle cellulase
during the saccharification of lignocellulosic maés was ultrafiltration (Knutsen and Davis,
2004, Vanderghem et al. 201@&n other recovery method consists on simple sadjdii
separation using a large-pore vacuum filtratiort @ recovering active cellulase bound to
the solid substrate (Knutsen and Davis, 20(écently, a method was developed by
Vanderghem et al. (2010) to enhance the cellolposduction with a process which used the
capability of some cellulases to bind their sulistréhe approach consisted on a multistage
removal of filtrate via a vacuum filtration and saspension of the retentate. The remaining
solid was further hydrolyzed by enzyme bound to shbstrate during the first step of the

process, without additional new enzyme loading.

However, despite intensive research over the fest gacades, the enzyme hydrolysis step
remains a major technico-economical challenge enwlay of biomass conversion (Menon
and Rao., 2012). The purpose of this study is agddhis challenge and aims to address new
methods to improve the hydrolysis of lignocellutosinaterials and to obtain highly
concentrated hydrolysate. A first method presemetthis paper allows to improve the yield

of hydrolysate by addition of substrate during loygsis step. The second method consists on
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a continuous and simultaneous addition of enzyndesaibstrate during the hydrolysis step in
order to obtain high concentration of hydrolysate.

In parallel, relationships between hydrolysis infn factors and hydrolysis yields were
investigated for each process and the viscositiesthe resulting hydrolysates were

determined.

6.2. Material and Methods

6.2.1. Cellulose and Cellulase materials

Cellulose fiber used in this study (from Mikro-Tedkh GmbH & Co., KG, Germany) was
obtained from wood pulp and purified from hemiclgges and lignin. The average fiber size
is around 200 um in length with a diameter of 30 amdl a moisture content of 8%. As
presented in Jacquet et al. (2012) the crystatimgortion of this product was 72 %.
Cellulose was enzymatically hydrolyzed by cellulasal cellobiase mixtureTfichoderma
reeseiATCC 26921, Celluclast® 1.5 L, 30 FPU/ml aAdgpergillus Niger,Novozym 188,

295 CBU/ml) purchased from Sigma—Aldrich (St. LoD, USA).

6.2.2. Cellulose Hydrolysis

Hydrolysis took place in 250 ml capped Duran betilecubated in a water bath equipped
with a submersible magnetic stirrer (2mag MIXdrige Germany, 400 rpm) at 5C.
Cellulose (100 g/l) was suspended in citrate buf@®05 M, pH 4.8)with a first applied
enzyme loading (25 FPU, Celluclast® 1.5 L, and CEJ, Novozym 188) for 2 hours. 100
g/l was the maximal cellulose concentration vaheg tould be achieved at the beginning of
hydrolysis to maintain an homogeneous agitatiornvdggm 188 addition was performed to

limit cellobiose accumulation in the hydrolysatel@amhanced the glucose production.
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After this step, continuous additions of substeatd enzyme were performed every 2 hours.

In the first process (process 1), successive anhditof 40 g/l of cellulose were made in the

first times of process and reduced to 20 g/l atethe of the hydrolysis, consecutively to the

high viscosity developed in the hydrolysate.

In a second process (process 2), 60 g/l of cekulwas added in a first time. The amount
added was reduced to 40 g/l and then to 20 gheatend of the hydrolysis. The substrate
addition was coupled to enzyme loading to maingagonstant ratio enzyme / substrate added
(1 FPU/g (Celluclast® 1.5 L) and 4,9 CBU/g (Novoz$88)).

To finish, a continuous hydrolysigellulose 100 g/I25 FPU, Celluclast® 1.5 L, and 123

CBU, Novozym 188) was conductegler a 24 hours period to be used as reference.

Table 1 summarizes the evolution of substrate cunagon added and enzyme addition

during hydrolysis for each process.

Table 1 Evolution of cumulative substrate and enzyme amadded in fraction mixture

Process 1 Process 2
Time Cumulative Enzyme Enzyme/Substrate Enzyme Enzyme/Substrate
(h) added Celluclast | Novozym | Celluclast | Novozym | Substrate | Celluclast | Novozym | Celluclast | Novozym
substrate ®15L 188 ®15L 188 (g/1) ®15L 188 ®15L 188
(g/1) (FPU) (cBU) (FPU)/g (CBU)/g (FPU) (cBU) (FPU)/g (CBU)/g
0 100 25 123 1 4.92 100 25 123 1 4.92
2 140 25 123 0.72 3.52 160 40 196.8 1 4.92
4 180 25 123 0.56 2.74 220 55 270.6 1 4.92
6 220 25 123 0.45 2.23 280 70 344.4 1 4.92
8 240 25 123 0.42 2.05 340 85 418.2 1 4.92
10 260 25 123 0.38 1.89 400 100 492 1 4.92
12 260 25 123 0.38 1.89 460 115 565.8 1 4.92
14 260 25 123 0.38 1.89 520 130 639.6 1 4.92
16 260 25 123 0.38 1.89 560 140 688.8 1 4.92
18 260 25 123 0.38 1.89 580 145 713.4 1 4.92
20 260 25 123 0.38 1.89 600 150 738 1 4.92
22 260 25 123 0.38 1.89 600 150 738 1 4.92
24 260 25 123 0.38 1.89 600 150 738 1 4.92
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6.2.3. Inhibition by hydrolysis products

Hydrolysis product inhibition test was performed250 ml capped Duran bottles. Cellulose
(100g/l) was incubatenh citrate buffer (0.05 M, pH 4.8t 52-C. Stirring was continuously
performed with a stir bar at 400 rprior to enzyme loadin@5 FPU (Celluclast® 1.5 L),
123 CBU (Novozym 188)), various amounts of D-Gle@Sigma Aldricht) were added to
samples in order to reach the concentration 1055Q@, 100 and 200 gram glucose/ per liter.

A continuous hydrolysis was then conducteer a 24 hours period.

6.2.4. Analysis of cellulose hydrolysate productsladetermination of hydrolysis yield
Samples obtained at the end of the hydrolysis witered (0.45um). Separation and
guantification of hydrolysis products (glucose, l@aiose) were performed using a high-
performance anion exchange chromatography mountédanCarboPac PA100 column set
(guard and analytical) coupled with pulsed ampetamdetection (HPAEC-PAD, ICS-3000)
(Dionex, Sunnyvale, USA) (solvent A: 100 mM NaOldjvent B: 600 mM CH3COONa and
100 mM NaOH; solvent C : 500 mM NaOH; solvent Distitled water) as presented by
Vanderghem et al. (2012).

The cellulose conversion to glucose and cellobiagee calculated using the following

equation (Eq 1.) described by Vanderghem et all@R0

Glucose produced  1.053 x cellobiose prod 9&%0
Total amount of glucose in the pretreated biomass

Hydrolysis yield (%)=

(Eq 1.
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6.2.5. Viscosity measurement during hydrolysis step

Samples used for viscosity measurements were @epar250 ml capped Duran. Cellulose
(100g/l) was incubatenh citrate buffer (0.05 M, pH 4.8t 52-C. Stirring was continuously
performed with a stir bar at 400 rpm. Four addgiaf cellulose (50 g/l) and enzyme (1
FPU/g (Celluclast® 1.5 L) and 4,9 CBU/g (Novozym8)8were performed every 2 hours.
Hydrolysate used for measurements has been witimdpast before enzyme and substrate
addition. A Bohlin CVO120 controlled stress rheoenetMalvern, Worcestershire, United
Kingdom) fitted with a rotary upper cone (diamete&f0 mm, angle : 4%) and a fixed lower
plate (diameter : 60 mm), connected to a circuptirater bath (Julabo, Germany) was used
for this study. Samples were loaded on the rheanpdd¢e and silicon oil was placed on the
probe periphery to prevent side effects. The gaguwk was fixed at 150 um. Viscosity
measurement were then conducted over a range afispeate to 0.1 and 1 Pa.s at a constant

temperature of 20°C.

6.3. Results and Discussion

6.3.1. Management of substrate and substrate/enzympet

The main purpose of these experiments was to upghadproduction of hydrolysis products
with a minimum of enzyme loading and to obtain hygtoncentrated hydrolysate.

Time courses of hydrolysis product and total satstadded during enzymatic reaction for
the various processes are presented in Fig. 1 a@dritentration of hydrolysis product was
established on basis of glucose concentration (wirepresents over 98% of total hydrolysis

products) and cellobiose concentration (less tBaroPthe hydrolysis products).
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Fig 1 concerns the influence of an increase oftsatesduring the hydrolysis step and Fig 2.
is related to the influence of the increase of lsathstrate and enzymes.

Similar conditions of hydrolysis during the twosfirhours lead to a constant increase of the
concentration of hydrolyzed products for the refiess process 1 and process 2.

After this time, significant differences were higjhits. For reference test, where cellulose
concentration remained constant (100 g/l) duringlhhydrolysis process with no more
enzyme addition, time courses showed an importaatedise of production rate after the two
first hours (9,5 g/lh at 2-h, 6 g/lh at 4-h, 4,&hgit 6-h and 4,2 g/l at 8-h) and reached a final

concentration of 40 g/l at the end of the process.

In contrast, profile of process 1, which receivatyosubstrate input during hydrolysis,
showed a regular increase of hydrolyzed producdinduhe first five hours, time whereas a
concentration of 50 g/l was reached. After thisetiran important decrease of production rate
was observed and lead to a final concentratior2aj/b

Finally, process 2 has the most significant diffee Simultaneous input of enzyme and
substrate leads to a continuous increase of hyslsofyroducts concentration during the first
fifteen hours. At this time, a value of 130-140 @/hs reached. A slight decrease of
production rate was then observed. At the end oh@drs, process 2 lead to very high
concentration of hydrolyzed products with a finahcentration of 173 g/l.

The Figure 3, 4 and 5 presents the concentratiomydfolyzed product at the end of
processes, the units of enzyme used by amountgdwblysis product and hydrolysis vyield

obtained after 24 hours.
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It can be seerthat the highest hydrolate concentration was obtained for proces
Moreover, ratio enzyme unit/gram of hylysed product was higheéhan in reference ar
process 1. However, For process 1 and 2, reshowed also that hydrolysis yir was lower
than in reference. It should be noted that last additalnenzymes and substrate v
performed late in the process 2 (20 hours). Anease of hydrolysis time (higher than
hours) should contribute to increase the efficienfyprocess 2 with ¢ increase of the
hydrolysis yieldand a better enzyme units / hydrolysis producb!

The best ratio enzyme units / hydrolysis producs watained with the process 1, wr
presents also a better hydraate concentration than reference, neweless the lowest
hydrolysis yieldobserved because of a partial lower conversiontheftotal amount c

substrate used during the hydrolysis ¢
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6.3.2. Influence of limiting factors

To explain the various hydrolysis behaviors obsérdering previous hydrolysis process,
parameters which limited the hydrolysis processeviavestigated.

Literature identified various factors which limitethe enzymatic hydrolysis: thermal
inactivation, mechanical inactivation, adsorptidrcellulase on the substrate, decrease of the
accessibility of the substrate, inhibition by hylgsis product, etc. (Gan et al. 2003).

For this study, inhibition of the hydrolysis prosdsy thermal and mechanical activation still
limited as all hydrolysis experiments were perfodmat 52°C. Indeed, measuring the
inactivation of a cellulase complex of Trichodermeesei after a thermal pretreatment
performed during 5 h in the range from 37 to 80ADdreaus et al. (1999) shown that
cellulase activity was slightly reduced between &8W 55°C. An important decrease of

activity is observed for temperature higher that0

Regarding mechanical inactivaticdB@anesh et al. (2008und that fluid agitation shear stress
induce a decrease of the cellulase complex actiVibe study, performed in @ylindrical

vessel wherein agitation was provided by meansstfaaght six bladed turbine impeller of 15
mm diameter, showed that agitation increase (frod® 40 2000 rpm) enhanced the

desactivation of cellulase. Below 400 rpm, actifyenzyme was not affected.

In the case of our study, it therefore appears #matymatic hydrolysis could be mainly

limited by three main factors: inhibition by hydyels product, cellulase adsorption, substrate
accessibility.

Further, suspension viscosity is also an additidaator which affect the homogeneous

agitation of the suspension and thereby, the teahfeasibility of the hydrolysis process.
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It is well known that cellobiose, glucose, or comdson of both products inhibit cellulose
activities. Despite numerous studies on the subjettibition mechanism by hydrolysis
product is still unclear. Some patterns suggestetl ¢competitive inhibition was dominant
(Gregg and Saddler. 1996). Some authors argued rthatcompetitive inhibition was
observed (Holtzapple et al. 1984), while other ®sidreported a combination of both
inhibitions (Gusakov and Sinitsyn. 1992).

In the condition of this study, a first observatiamich affect the hydrolysis inhibition
concern the cellobiose production. Results showatidellobiose amount obtained at the end
of hydrolysis, are very low (below 5 % of the tosmhount of hydrolysis product) (results not
shown). This low amount of cellobiose is conse@utiv the important cellobiase units present
in the hydrolysate. Kastel'yanos et al. (1995)nduhat cellobiose inhibited mainly endo-
glucanase and cellobiase whereas glucose inhilmitanhly cellobiase activity. This low
amount of cellobiose should not impact the produrctrate and limited the inhibition
phenomenon to the glucose inhibition.

Figure 6 presents the impact of various conceotnatiof glucose on cellulose hydrolysis

yield.
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When initial glucose concentration was below 100rgtults showed that hydrolysis yi¢ of
standard cellulose and hydrolyzed samples wereramge of 40 to 44 %. For higher gluce
concentration, a deease of the hydrolysis yie was observed (30 % for 150 g/l and 13 %
200 g/l).

A conclusion drawn from these results is that ghecalid not appear to decrease
hydrolysis properties of pure cellulose fibers wities glucose concentration is bel100 g/I.
For higher concentration, results showed an iitant decrease of hydrolysis yi.

This result could be linked to the time coursedil@®obtained for the press 2, where the
hydrolysis yieldseems to decrease when high concentrations ofse were accumulated

the suspension. Further, the continuous additioenafyme and substrate performed du
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process 2 should limited the inhibition induced bgllulase adsorption and substrate
accessibility.

For process 1 and reference, concentration reaathibeé end of the hydrolysis was below 100
g/l, which means that inhibition by hydrolysis puootl still limited. For these processes
cellulase adsorption and the substrate accesgibibte other factors which could explain the
decrease of production rate.

Several studies have shown that crystallinity isnain factor which affect the cellulose
accessibility during enzymatic attackiitsyn et al. 1991; Yeh et al. 201@rystalline region

of cellulose are very compact, resistant gdsent a fairly small specific surface area
whereas amorphous cellulose have a large surfa@eeamcessible to enzyme (Sinitsyn et al.
1991). Furtherhydrolysis of crystalline region is dominated obly exo-glucanases activity
whereas less compact amorphous regions are beltevbd hydrolyzed by endo and exo-
glucanases activitie¥ éh et al. 201p

Literature relates also that cellulose crystafimibuld be modified during the hydrolysis step.
Vanderghem et al. (2012) showed tbatstallinity of the paper pulp slightly increasafter a
multistage hydrolysisThis modification of the cellulose crystallinity dog the hydrolysis
step impacts cellulose accessibility and condutdetecrease the hydrolysis yield.

For reference hydrolysis, results obtained sugteshydrolysis step is limited in a first time
by the cellulose accessibility. The decrease ofipcton rate observed after the two first
hours coupled to the high crystallinity index oflal®se C200 (70 %) suggested that the more
accessible cellulose, represented by the amorptegisn, was preferentially attacked. After
this delay, hypothesis was that residual cellulesenposed by crystalline regions, was very
compact and resistant to enzymatic hydrol{Sisitsyn et al. 1991).

For process 1 continuous addition of substratetdichthe impact of the substrate accessibility

and lead to maintain the production rate at a emdevel during five hours. After this time,
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the further decrease of production rate was notidad by hydrolysis product or substrate

accessibility. Inhibition observed at this timeswaainly correlated to cellulase adsorption.

6.3.3. Viscosity evolution of hydrolysate duringdrplysis step

For highly concentrated suspensions, viscosity ld@eel by cellulose is an important factor

which could affect agitation and limit the enzymé&usion. In this context, we investigated

the evolution of viscosity properties of hydrolysauring the hydrolysis step.
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Fig. 7: Viscosity measurement of concentrated hydrolysatand hydrolysis

Figure 7 shows that enzymatic hydrolysis has aifssgnt influence on the evolution of the

viscosity of hydrolysate. Before hydrolysis, initizellulose suspension (concentration: 100

g/l) presented a very high viscosity (4000 Pa@,ats") which induce difficulties to perform

homogeneous agitation and therefore, limited theainconcentration of cellulose in the

suspension.
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After the first 2 hours, the hydrolysis of cellubosnduced a significant decrease of the
viscosity of the suspension (15 Pa at 0')Land allow the possibility of adding new subsrat
material to increase the concentration of hydrdb/sdalues obtained after 4, 6 and 8 hours of
hydrolysis, with addition of new substrate matershiowed an increase of hydrolysates
viscosity with the concentration (400 Pa.s at 0'fos 150 g/l, 750 Pa.s at'sor 200 g/l and
1200 Pa.s at’sfor 250 g/l). After 24 hours of hydrolysis withofurther addition of substrate
after 8 hours, viscosity of the hydrolysate waditieed at a moderate value of 300 Pa.s at 0,1
s'for a final concentration in substrate of 300 gHieh should allow an easy used of the

concentrated hydrolysate during the various dowastrprocesses.
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6.4. Conclusion

This study has been focused on two processesdanmprovement of cellulose hydrolysis.
The first process, based on a continuous additiosubstrate during hydrolysis, allow to
increase by 50 % the concentration hydrolyzed petsdand to reduce significantly enzymes
units needed. The second method, which consistaccontinuous and simultaneous addition
of enzyme and substrate during the hydrolysis seégul to very highly concentrated
hydrolysates (170 g/l). For all these processdsstbeen shown that various limiting factors
could decrease the hydrolysis yield and affectrti@ological properties of hydrolysate. For
the first process, cellulase adsorption seems then mimiting factor whereas substrate
accessibility seems to be predominant in standamolysis. For the second process,
inhibition by hydrolysis product would contribuie decrease the production rate at the end of
hydrolysis. It was also observed that the viscositg critical parameter which could limits
the feasibility of processes that would aim to @ase the concentration of hydrolyzed

products by successive addition of new substratenmah
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7.1. Introduction

La cellulose modélea permis de mettre spécifiquement en évidencepéich des différents
prétraitements sur la structure, les propriétéssighychimiques et les propriétés de
dégradation de la cellulose ainsi que sur ses eetisps d’hydrolyse, que ce soit en terme
d’amélioration des rendements, d’optimisation decdmcentration des hydrolysats ou de
I'identification des facteurs qui limitent I'hydrgde.

Bien que les chapitres ci-dessus permettent d'appdes réponses claires aux questions en
ligne avec les objectifs de theése, certains pothistravail nécessitent cependant une
discussion plus poussée notamment en ce qui candesnrelations « types de procédés /
structure et propriétés physico-chimiques de ldulose / perspectives d’application des
procédés».

La discussion suivante va donc compléter les difftsr themes abordés dans les chapitres ci-
dessus.

La premiere partie de la discussion sera axéeastechnologie de steam explosion et plus
particulierement sur les limites du modéle établimpcalculer le facteur de sévérité ainsi que
les améliorations éventuelles a lui apporter.

Une discussion relative a I'évolution de la criktéteé pendant les différents prétraitements
(steam explosion et homogénéisation) sera enduitieiée.

Le choix de la discussion s’est ensuite orientés \a@#s considérations plus techniques,
notamment en ce qui concerne l'identification deteptialités d’optimisation des process 1 et
2 décrits au chapitre VI.

Enfin, des considérations technico-économiquegivekaa la technologie d’homogénéisation
feront I'objet d’'une discussion pour rendre comgiéela rentabilité éventuelle de ce procédé

comme technologie de prétraitement de la biomasse.
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7.2. La steam explosion : modéle de calcul du factede sévérité et facteurs limitants

Le premier point de discussion abordé concerndédans explosion. Dans ce contexte, les
résultats relatifs aux rendements d’hydrolyse eratique obtenus aprés l'application du
prétraitement ont été particulierement inattendd=n effet, il a été montré que la steam
explosion n‘améliorait pas les rendements d’hydselye la cellulose modele. Pour les
prétraitements dont l'intensité est élevée (factlusévérité > 5.2), les résultats indiquent de
surcroit une diminution importante des rendemeritg/dilolyse enzymatique liée a la
dégradation thermique de la cellulose. A I'opposéittérature montre de maniere trés
détaillée [Nunes and Pourquié (1996), Moniruzzamiaal. (1996), Fernandez-Bolanos et al.
(2001), Negro et al. (2003), Sorensen et al. (2008)kako et al. (2011)] que les rendements
d’hydrolyse de la cellulose d’'une multitude sigbstrats lignocellulosiquesde composition
variable sont améliorés par le prétraitement.

Une premiére hypothése émise pour expliquer cdérelifces de comportement est liée a
I'extraction par le prétraitement, pour les matéxidignocellulosiques complexes, de la
fraction hémicellulosique et d’'une partie de laniige. Ces extractions induisent une
augmentation de la proportion en cellulose dassiltestrat, couplée a un accroissement de son
accessibilité, avec pour conséquence une haussemdsments d’hydrolyse de la cellulose.
Le constat inverse est observé pour la cellulosgeteo ou les hémicelluloses et la lignine ont
été préalablement extraites par des différentetrants chimiques antérieurs.

Bien que cette premiére hypothése paraisse parfaite plausible, un second facteur doit
cependant étre envisagé pour expliquer les diftererde rendement observées entre les
matériaux lignocellulosiques complexes et la cefialmodéle. Ce second facteur est lié a la
libération d’acide organique pendant le prétraitetmeui résulte de I'hydrolyse des
groupements acétyles et méthylglucuroniques cost@lans les xylanes et dans certaines

fractions galactomannanes des hémicelluloses [$ah 2005]. Les acides organiques ainsi
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libérés, dont les quantités dépendent de la corigogiu substrat, contribuent a augmenter
lacidité du milieu. Dans le cas de [lutilisatione dcellulose modéle, la fraction
hémicellulosique résiduelle est trés faible (< 5 @ qui impliqgue une libération d’acide
limitée.

La modification de I'acidité du milieu, induite plys matériaux lignocellulosiques en cours
du prétraitement, pourrait donc expliquer lesétdghces de rendement d’hydrolyse observées
entre les substrats complexes et la cellulose modEbur les substrats complexes,
'augmentation de I'acidité contribue a catalysagdrolyse de la fraction hémicellulosique
mais pourrait eégalement modifier la structure defitme de cellulose et favoriser son
hydrolyse.

Dans cette optique, les recherches menées par Zbang. (2011) ont montré que
I'application d’'un prétraitement a I'acide sulfuuig dilué (concentration : 0,1 %, température
140°C, durée : 5 min) conduit a une amélioratiorretalements d’hydrolyse de la cellulose
par voie enzymatique de l'ordre de 21 %, pour @eslements d’extraction en hémicellulose
faible (7,5 %).

Une hypothése avancée par l'auteur pour expliguangmmentation des rendements
d’hydrolyse de la cellulose est que 'acide dilugaaite température induit une ouverture de la
structure de la fibre de cellulose. Cette ouversamit consécutive a une hydrolyse partielle
des zones amorphes qui conduirait d'une part a antgnla surface spécifique et d’autre part
a fragiliser la structure de la cellulose, ce ggrinpettrait, dans le cadre d’'un prétraitement de
steam explosion, un meilleur éclatement de la stradors de la chute brutale de pression
(Zhang et al. 2011).

Enfin, la présence d’acide pourrait également auaireffet catalyseur sur les réactions de
dégradation thermique de la cellulose et conddaes des conditions moins drastiques, a une

formation importante de produit de dégradation.
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Pour vérifier ces hypothéseune premiere perspective de la thésmsistera a évaluer
impact de différentstraitemens de steam explosion sues rendements d’hydroly:
enzymatique d'une dealose model, en présence d'une adiéli comparable a celle
développées par lematériaux lignocellulosiqis complexesen cours de traiteme. Les
conclusions de cette étude poient différer de celle du présent trav en terme de
rendements d’hydrolysele dégradation thermique et de modification depnEtés physic-

chimiques de matériaux.

Il ressort donc de ces discussions ce type de substrat prétraité serait parameétt a part
entiere quiva contribuer, tout comme les parameétres tempé&dtiemps de rétention,

définir 'intensité du prétraitement parlibérationplus ou moins importante d’aci.

Pour rendre compte de l'intensité du prétraitemke modeéle de call du facteur de sévéri
devra donc étre adapgpé@ur intégreles composantes liées aux substrats.

Bien que ce modélele calcul so actuellement inexistantertains auteurs ont ess
d’intégrer la composante 8éau pH du milieu au modéle simplifiE€q. 1 développé par

Chornet et Overend (1988).

7100
o =Logw[ exp{ ——
gult. exp ( 75 )
(Eql)
ou S = Facteur de séveér
T = Température (°(
t =Temps de rétention (mi
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Un premier modéle adapté a été suggéré par Chuh €t990). Ce modéle de calcul a été
établi sur base d'une corrélation basée sur labgation des xylanes pendant le
prétraitement de steam explosion consécutif destsjd’acide sulfurique en cours de
prétraitement (Eq 2.).

T-100

S'= Logd C. texp%)]
(Eq 2.)
Ou S = Facteur de sévérité adapte
C = Concentration en acide sulfurique (M)
n =Constante empirique dont la valeur est établi€ddPpour I'acide

sulfurique

Ce premier modeéle adapté, qui integre la compodetge I'acidité dans le calcul du facteur
de sévérité, a cependant été développé dans lenlmute de rendre compte de I'impact d’'un
ajout spécifique d’acide sulfurique, a des conegiuns bien plus importantes (de 0,1 a 1 N)
gue celles libérées par la biomasse, en cours éeapement. Ce modele ne peut donc étre
utilisé directement pour rendre compte de I'acitihérée par la biomasse. Une amélioration
du modele consisterait a redéfinir le coefficiertitaaire (0,849) pour les acides acétique et

uronigues dans des gammes de concentrations cdrigmeéacelles libérées par la biomasse.

Un second modeéle plus large a été développé pazédglau et al. (1992). Dans ce modele,

I'effet catalyseur de I'acide est établi sur baseld concentration en proton du milieu a la fin

du prétraitement et détermine une équation qugretée pH de la solution au modele.
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T-100
S"=1L t IH D= S pH
0go( exp%)[ D p

(Eq. 3)

Ou S”  =Facteur de sévérité adapté
S = Facteur de sévérité simplifié

[H+] = Concentration en proton (M)

Ce second modéele de calcul intégre donc mieuxrdgosante liée a I'acidité développée par
les substrats lignocellulosiques (Yang and Wym&942. Chum et al. (1992) ont cependant
montré que ce nouveau modele est mieux adaptééled valeurs de pH.

Lorsque le pH atteint des valeurs plus élevéedjifférence des valeurs des facteurs de
sévérité calculées n’est plus corrélée aux rendemdihydrolyse de la cellulose, de

solubilisation des hémicelluloses ou a I'extractil@s lignines.

Lorsque le pH est augmenté a une valeur supérigutenotamment a la suite d’'un ajout
d’ammoniac, de soude, ou de carbonate de sodigfiet’de gonflement de la cellulose

occasionné par la présence d’alcali, qui améliesegropriétés d’hydrolyse de la cellulose,
(Holtzapple, 1991), n’est pas pris en compte damsddéle de calcul.

Dans ce dernier cas de figure, Yang and Wyman (2pBzposent une variante au modeéle
(Eq. 4), qui prend comme hypothese que des coratEmts similaires en proton ou en

hydroxyle ont des impacts similaires sur l'inteésitu prétraitement et a posteriori sur les

rendements d’hydrolyse des substrats.
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S"= St|pH-1

(Eq.4)
Ou S =Facteur de sévérité adapté

S = Facteur de sévérité simplifié

Pour identifier clairement les avantages et incarerds de ces modeles, les différents
facteurs de sévérité ont été calculés (Eg. 1,e2,43 pour différents scénarios de prétraitement

(Tableau 1.)

Tableau 1. Calcul du facteur de sévérité initiaded différents facteurs de sévérité adaptés

pour différents types de prétraitement

Température Temps y S S S” S”
°C) (min) i (Eal) | 2y | (Ea3) | (Eq4)
180 2 1 2,65 1,55 1,65 8,65
200 2 2 3,24 1,29 1,25 8,24
220 2 13 3,83 -7,45 -9,16 9,83
240 2 4 4,2 0,77 0,42 7,72
240 5 4 4,82 1,16 0,82 7,82

La comparaison des valeurs des différents factéeirséverité montre que le modéle initial,
qui tient compte uniquement des parametres tenmpgérature, est totalement insuffisant
pour décrire l'intensité du traitement, dans le sade pH du milieu serait modifié en cours
de prétraitement.

Dans le cas ou une acidité importante (pH 1 oeBisdéveloppée, le tableau montre que les

facteurs S’ et S” donnent des valeurs d’intensidénparables, bien adaptées pour décrire
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l'intensité du prétraitement. Pour des aciditéss piduites (pH 4), les valeurs obtenues ont
cependant tendance a minimiser l'influence desmeati@es temps, température au profit du
pH.

Pour les pH alcalins, le tableau confirme que aas<dacteurs ne conviennent absolument
pas. Selon le modeéle, I'ajout de composés alcatinsluirait a une diminution significative de
l'intensité du prétraitement alors que la littératuHoltzapple, 1991) montre que les
composés alcalins, améliorent significativement cd&ssibilité de  matériaux
lignocellulosiques.

Le dernier modele développé (S’) integre mieuxctamposante liée aux composés alcalins.
Les valeurs calculées montrent que ce dernier raeadiiine une estimation plus équitable de
l'intensité du prétraitement, méme a des pH tréfémdints. Ce modele semble donc le mieux
adapté pour définir I'intensité d’un prétraitemelet steam explosion en tenant compte du pH
du milieu de réaction (Pedersen and Meyer, 2010).

Pour finaliser la discussion sur les modéles deutalu facteur de séveérité, il est important de
noter que l'acidité n’est pas le seul parametraliéubstrat qui peut influencer l'intensité du
prétraitement. D’autres paramétres, tels que Istatlinité de la cellulose qui compose le
substrat, ces propriétés d’adsorption et de ré&tentieau pourront également freiner la
diffusion de la vapeur. En effet, 'eau pénetretand part, d’'une maniére beaucoup plus
difficile dans les zones cristallines. D’autre pdes quantités de vapeur nécessaires pour
« mouiller » I'ensemble du substrat seront plus drtgntes pour un matériau dont les
propriétés d’adsorption et de rétention d'eau s élevées. La granulométrie du substrat
jouera également un rdle important au niveau dkffasion de la vapeur au sein du matériau.
Tous ces facteurs pourraient donc induire un adamnt du temps de rétention, nécessaire
pour que la vapeur puisse pénétrer 'ensemble dérraga, pour obtenir un prétraitement de

méme intensité.
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Une nouvelle perspective du travail consisteraihad@ améliorer les modeles de calcul
actuellement développés en y intégrant des coefisicorrectifs qui permettraient de rendre
compte des différents paramétres propres au stibstitaes que I'acidité (Ex : Eq 5.). Dans
cette optique, nous proposons un modele de calgulpqurrait permettre d’intégrer les

différents parameétres liés au substrat.

S"= Log GW C. .texp%l;)so )]‘| pH- _‘r

(Eq.5)
Ou S = Facteur de séveérité adapté
C = Concentration en cellulose (M)
K = Constante empirique relatif a la cristallinité deckllulose
W = Facteur correctif lié aux propriétés de ratend’eau
G = Facteur correctif lié a la granulométrie delsaitillons

Les valeurs des différents coefficients correctdtssront étre déterminées d’'une maniére
identiqgue a la méthode développée par Yang and Wy(@804) qui se base sur une
améelioration des rendements d’hydrolyse de la loelku (applicable a la cellulose modéle)
mais qui devrait également étre corrélés a la didabon des hémicelluloses et a I'extraction
des lignines pour les matériaux lignocellulosiqoesiplexes.

Enfin, un dernier point de discussion, relatif aod@le qui intégre I'influence de la montée en
température dans le calcul du facteur de sévéamgcerne la validité de I'hypothése d’'une
croissance linéaire de la température sur un inenérde pression réduit. Pour vérifier cette
hypothése, une courbe d’évolution de la pressioforation de la température a été établie
pour un essai mené a 50 bars avec un temps déoatde 5 minutes (Figure 1).
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Fig. 1 : Courbe d’évolution de la pression en fonction dieetapératur : Essai 50 bars, tem|

de rétention : 5 minutes

L’'analyse de la courbe montre que la croissancgdeatur/pression n'est pas linéaire ¢
I'ensemble de I'essakRour vérifier 'hypothése d’une croissance linéaieda température s
un incrément de pression rédurois zones du graphique ont été ciblées.

La premiére zone est située ¢ une gamme de pressiaomprise entre 0,5 et ( MPa ou
une croissance importante de la température esngd®s pour une faible augmentation d:
pression. La secondsst situéedansune gamme de pression comprise entre 1,4 et 1,%
Enfin, la troisieme zone correspond a lgamme de pressiacomprise entr 2,5 et 2,6 MPa
ou uneimportante croissance de la pression est obseméeyme faible augmentation de

température.
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Les figures2, 3 et 4 reprennent les courbes d’évolution teatpé/pression pour un

incrément de pression de 0,1 Mdans chacune desnes de pression cibs.
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Fig. 2: Evolution de la température dans la zone de mres®mprise entre 0,5 et 0,6 V:

Essaib0 bars : temps de rétention : 5 minutes
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Fig. 3: Evolution de la température dans la zone de res®mprise entrl,4 et 1,5 MPa :

Essaib0 bars : temps de rétention : 5 minutes
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Fig. 4: Evolution de la température dans la zone de pres®mprise entr2,5 et 2,6 MPa :

Essai50 bars : temps de rétention : 5 minutes

Dans nos conditions expérimentale’analyse des différentes courl montrent que les
coefficients de corrélation des droites de régosssiont tresprochesde 1, ce qui valid
I'hypothese quéa croissance en température peut étre considéréme linéaire par rappc
a la croissance de la pression pour dcréments de pression @l MPa. Dans le cas |
notre modeélel'incrément de pression utili est de 0,005 MPa, ce qui confirl’hypothése

de travail.
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7.3. Evolution de la cristallinité de la cellulosanodéle consécutive aux prétraitements

d’homogénéisation et de steam explosion

Un second point de discussion important a souleeecerne I'évolution de la cristallinité de

la cellulose modeéle lors de I'application des d#fits prétraitements (steam explosion et
homogénéisation).

Les résultats obtenus ont montré une augmentatda dristallinité de la cellulose pour les

prétraitements de steam explosion (pour des factisévérité inférieurs a 5.2). A l'inverse,

la cristallinité de la cellulose n'a pas évoluéaasuite de l'application du prétraitement

d’homogénéisation.

Une explication de ces phénomeénes peut étre avaanése référant a la structure

macromoléculaire de la fibre de cellulose. Latdture montre en effet que la fibre cellulose
est constituée d'une agglomération de microfilsiligui s’organisent en faisceaux. Ces
microfibrilles constituent des entités distinctas gont percues comme un corps cristallin,
composées de cellulose hautement organisée @brile cellulose). Ces microfibrilles sont

reliées entre elles par un cortex paracristallim #&norphe) de moindre résistance [Paquot.
1980].

Le schéma repris a la figure 5 présente les hypethd’évolution de la structure de la fibre de
cellulose aprés l'application des deux types detr@itéments (steam explosion et

homogénéisation).
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Eclatement de la zone paracristalline
Fig 5. Représentation schématique de I'évolution hyétique de la structure de la fibre

cellulose apres I'application des prétraitem de steam explosion et d’homogénéisa

Dans le cas de la steam explos les résultats obtenus aihapitre IV ont montré une
augmentation des propriétés de rétention ¢ de la fibre de cellulosd.’hypothese émise
pour expliquer ce phénomeinduirait que le prétraitemenie steam explosion provoque t
ouverture de la structure de la fibre cellulose au niveau des zones de moindre résis
meécanique (zones paracristals). Cette ouverture de la structgaracristallin induirait une
augmentation de la surface spéficigue du matédont résulteraitl’ augmentation des
propriétés de rétention d’eau.

En paralléle,la présence d'une proportion de zorristalline plus importante petétre
expliquée par I'’hypothessiivante La présence d’eau liquide a haute températurat@tieur
de la structure du matériau provoqut la fusion des zones paracrifitees. Cette fusion
pourrait induire soit uneextracticn spéicique de la cellulose paractalline, soit un
réarrangement cristallin desolécules de cellulo sur les parties cristales existantes qui se

déroulerait au cours de la phasedétente.
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En ce qui concerne 'homogénésation, les résufiedsentés au chapitre V ont clairement
montré que le prétraitement permet d’éclater lacstire de la fibre de cellulose pour obtenir
des microfibrilles individualisées. Ce résultadird la potentialité de la technologie a briser
les liens existants entre les microfibrilles (cosg®par une fraction cellulosique amorphe).
Cependant, les résultats n'ont pas montré I'apparitdans les suspensions de cellulose
homogénéisées, de sous-structures constitutivesnaesfibrilles (fibrilles de cellulose), ce
qui indique que I'homogénéisation, bien que possedies capacités d’individualiser les
microfibrilles de cellulose, n’a cependant pasgdetentialités d’éclater la structure méme de
la microfibrille, consituée majoritairement par dmmes cristallines beaucoup plus compactes
et plus résistantes. Les zones cristallines sdrdmic préservées au cours de I'application du
prétraitement, ce qui pourrait expliquer la constades taux de cristallinité de la cellulose

avant et aprées le prétraitement d’homogénéisation.

7.4. ldentification des parameétres permettant d’opiniser les procédés de montée en
concentration (process 1 et 2) décrits au chapitrél

Un autre point de notre discussion est consacréditérents procédés d’hydrolyse de la
cellulose modele décrit au Chapitre VI qui pernietta d'obtenir des hydrolysats trés
concentrés par une gestion adéquate des apportsneyme et en substrat en cours
d’hydrolyse.

Deux procédés ont été définis dans cette optiqueéps 1 et 2). Le premier procédé était axé
uniquement sur I'ajout de substrat en cours d’hiyde Le second process combinait I'ajout
d’enzyme et I'ajout de substrat et permettait diatire des concentrations en glucose tres
élevées. Un procédé d’hydrolyse de référence acégait été défini comme base de

comparaison.
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Les résultats obtenus ont montré que chacun de®qde présentait des avantages et des
inconvénients. En ce qui concerne la concentrateshydrolysats, le procédé 2 présente un
trés net avantage en dépit d'un ratio unités d’esredgramme de glucose, produit moins
performant.

A l'inverse le procédé 1, présente le meilleur @ppnités d’enzyme/gramme de glucose.
Les rendements d’hydrolyse de ce procédé sontquareclimités.

Enfin, le procédé de référence possede les mailleendements d’hydrolyse pour des
concentrations finales en glucose réduites.

Bien que trés différents en termes de résultatsyraule ces procédés n’est actuellement
optimal.

Pour mieux évaluer les potentialités des différgmteess et identifier les pistes conduisant a
une amélioration de process, I'évolution de la emiation en hydrolysats (établi sur base
des quantités de glucose (> 98 %) et de cellobiosrées (< 2 %)), les unités d’enzyme
utilisées par gramme de glucose produit et les @ihydrolyse ont été déterminés pour
chaque prélevement réalisé en cours de procegsgtims 2 heures).

Les figures 6, 7, 8 reprennent une comparaisonddf&sents procédés pour chacun de ces
différents parametres. Ces différentes figures pant de cibler les améliorations a apporter

aux différents procédés proposés en vue d’optmeses codts ainsi que leur rendement.
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Fig. 8: Evolution des taux d’hydrolyse pour les procksgrocess 2 et la référence

La premiere observation réalisée concerne le pso2eses résultats décrits au chapitre VI
ont en effet montré que le process 2 était le phiéressant en termes d’obtention
d’hydrolysat concentré. Pour rappel, trois factaorportants peuvent limiter les opérations
d’hydrolyse : la cristallinité de la cellulose, d'sorption des enzymes et I'inhibition par les
produits d’hydrolyse. Dans le cadre du processeg, djouts successifs d’enzyme et de
substrats limitent I'impact des deux premiers faxde L'inhibition par les produits

d’hydrolyse apparait donc comme étant le factamitditif du procédé, a haute concentration.

L’évolution du nombre d’'unités d’enzymes utilisér pgramme de produit d’hydrolyse

confirme ces résultats pour le process 2. La figuneontre en effet une diminution continue
du nombre d’unités d’enzyme pendant les premieeesds d’hydrolyse. Cette diminution se
poursuit jusqu’au moment ou la concentration ercage atteint des valeurs proches de
I'inhibition par les produits d’hydrolyse (130-14fll). La figure montre ensuite une légére

augmentation du nombre d’'unités d’enzyme.
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Une fois les ajouts d’enzyme et de substrat terspinée Iégére diminution est a nouveau
observée.

Une amélioration possible du procédé pourrait domtsister a limiter les ajouts d’enzyme
sur une période ou la gamme de concentration ecoggu serait inférieure a la valeur
inhibitrice. Dans nos conditions expérimentales,ctmcentration atteinte a ce moment
avoisinerait les 130 g/l et I'inhibition par lesoguits d’hydrolyse serait limitée.

Le profil d’évolution du nombre d'unités d’enzymeuysrait dés lors suivre une tendance
similaire au process 1. Pour le process 1, le Ipnofintre une stabilisation vers 10 heures
d’hydrolyse (ce qui correspond au dernier ajout semstrat), suivie d’'une diminution
significative du nombre d’unités d’enzyme. La camtcation en glucose des hydrolysats issus
du process 1 étant trop faible pour inhiber lestiéas enzymatiques, cette derniére peut se
poursuivre et contribuer a la diminution signifigatdu nombre d’unités.

Le méme constat peut étre appligué au processa®ét’'des ajouts d’enzyme et de substrat a
une concentration de 120 a 130 g/l en glucose @mration a laquelle l'inhibition par les
produits d’hydrolyse est limité) permettrait la pswite de I'hydrolyse et contribuerait a
diminuer le nombre d’unités d’enzyme.

La figure 8 montre également qu’'un constat singlapeut étre établi pour les taux
d’hydrolyse. Une croissance continue est obserugand les premieres heures d’hydrolyse.
L’inhibition par le glucose induit ensuite une dnmtion des taux d’hydrolyse. Une fois les
ajouts terminés, une nouvelle croissance est ensbigervée. L'arrét des ajouts d’enzyme et
de substrat avant le seuil d'inhibition en glucqsmurrait donc contribuer & augmenter

significativement les taux d’hydrolyse.

Enfin, une amélioration simple pour le process @sggierait a stopper I'hydrolyse lorsque la

concentration en glucose atteint le seuil d’inldipit Cette opération se justifie par le fait que

213



les quantités de glucose produites ultérieurement sninimes par rapport aux ajouts
d’enzyme et de substrat. Bien que l'arrét du prédédite a ce moment la concentration en
produit d’hydrolyse atteinte (& une valeur corregfamt a la limite d’inhibition par les
produits d’hydrolyse (130 - 140 g/l)), 'économi&chelle réalisée en réduisant les durées
d’hydrolyse pourrait contribuer a augmenter fortatia rentabilité du procédé.

Le méme constat ne peut cependant étre établilpqarocess 1 ou une chute trés importante
des taux d’hydrolyse est observée pendant les édipres heures, pour atteindre un seull
minimal au moment du dernier ajout de substrat %20 Arréter le process a ce moment
reviendrait a limiter trés fortement les taux d’'hyplgse qui contribuerait a augmenter le

résidu d’hydrolyse.

7.5. Evaluation technico-économique des potentiadis d'utilisation de ’lhomogénéisation

comme technologie de prétraitement

Contrairement a la steam explosion, les traitemdittemogénéisation apportent une trés
nette amélioration des rendements d’hydrolyse dellalose modéle.

Les résultats obtenus montrent en effet une hatdeserendements de 35 a 100 %, selon
I'intensité du prétraitement appliqué.

L’homogénéisation permet de plus de traiter lebtsats a basse température (<90°C), ce qui
limite les dégradations thermiques. Les conditiopératoires requises pour parvenir a de
telles améliorations des rendements vont cepenlitaiter la rentabilité économique du
procédé en raison, d'une part, de la tres faibleceotration en substrat des suspensions
traitées (de I'ordre de 1%), et d’autre part, dmbee important de passage requis.

Pour déterminer la rentabilité de ’'homogénéisaiomme technologie de prétraitement de la

biomasse, une estimation des codts d'utilisatiodadchnique a été réalisée sur base des
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colts de fonctionnement d’une installation pilobk®rGogénéisateur : APV : Rannie LAB
Model 12.51 H) présente dans nos laboratoires.

Pour réaliser cette estimation, les consommation<lectricité de linstallation ont été
déterminées sur base de la puissance moyenneédéfiar le moteur électrique en fonction de
la pression appliguée ainsi que du débit danstéifaion. Cette estimation a été réalisée a

partir de I'abaque fourni par le constructeur (fFeg9).

Bar Motoreffect - kW
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1.400 }

1.200

1.000

800 }

600 }

a00 CEERT IS I8 b e i
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 I/h

Fig. 9 : Puissance effective (kW) délivrée par l'instabbatid’homogénéisation pilote en

fonction de la pression et du débit appliqués

Dans le cadre de notre étude, les pressions agplgont été fixées a 250 et 500 bars pour un
débit nominal de 120 I/h. La puissance moyenne dieun délivrée dans ces conditions est de
1.8 kW pour une pression de 500 bars. La presseo250 bars n’est pas reprise telle quelle
dans I'abaque. Une extrapolation des courbes condpendant a une puissance de 1,2 kW.
Une seconde estimation des quantités d’énergisrtrises peut étre établie sur base de la

puissance transmise a la suspension lors de |atdédirutale.
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Cette puissance peut-étre assimilée a la puisdaydraulique potentielle transmise par une
chute d’eau d’'une hauteur correspondante aux diffés pressions respectives. L'estimation

de cette puissance peut également étre estiméa fommule suivante (Eq. 6).

P =p*g*H*Q
(Eq. 6)
Ou: P= Puissance hydraulique mécanique (kW)
p = Masse volumique (kg/m3)
g=  Accélération de la pesanteur (m2/s)
H = Hauteur virtuelle de la chute d’eau (1 baf)=-metres)

Q= Débit (m3/s)

Dans le cadre d’'une chute de pression de 500 lbapsiissance transmise a la suspension est
estimée a 1,619 Kw, valeur proche des puissancadriles délivrées par le moteur
référencée par I'abaque (Fig. 9).

Le prix de I'électricité repris pour le calcul &éitabli sur base du prix médian de I'électricité
facturé en 2010 aux grands clients industriels goormation annuelle supérieure a 10 GWh
Ou puissance nécessaire supérieure a 5 MW). LaHette des prix facturés en 2010 pour ce
type de consommateur était comprise entre 29 eEMNMWh avec un prix médian égal a 64,6
€/MWh TTC, qui a été retenu pour notre calcul (ét(ie)120131-CDC-1134, GREG, 2010).
Les codts relatifs aux consommations d’eau néaessaila mise en suspension du substrat
ont ensuite été ajoutés au col(t énergétique. Le ¢ei 'eau de distribution pour un
consommateur industriel (consommation > 25000 md/ast de 3,35 €m3 TTC

(http://www.swde.be/xml/fiche__fr-FLASH-0-NBCOL-BLC-500-1DD--.html, 2012).
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Le tableau 2. reprend le détail des colts desrdiifé prétraitements d’homogénéisation
appligués pour traiter 100 grammes de celluloseébeothise en suspension dans 10 litres

d’'eau.

Tableau 2 Estimation des colts d’homogénéisation pourditgeiment de 100 grammes de

cellulose modéle

Pression Degré Durée du Colt eau mise en Consommation .
P P . . . Colt Total

(bar) d’Homogénéisation prétraitement (h) suspension électrique

250 4,2 1 0.01*3.35=>0,034€ | 1,20 KWh =>0,077 € 0,111 €
250 12,9 2,08 0.01*3.35=>0,034 € | 2,49 KWh=>0,161€ 0,195 €
250 32,1 4,16 0.01*3.35=>0,034 € | 4,99 KWh=>0,323 € 0,357 €
500 4,2 1 0.01*3.35=>0,034€ | 1,80 KWh=>0,116 € 0,150 €
500 12,9 2,08 0.01*3.35=>0,034 € | 3,74 KWh =>0,241 € 0,275 €
500 32,1 4,16 0.01*3.35=>0,034€ | 7,48 KWh=>0,483 € 0,517 €

Au premier abord, les codts repris dans le tabBemontrent que I'application d’un traitement

d’homogénéisation entraine un surcolt important spggere une non rentabilité de la

technologie en dépit de I'accroissement significddis rendements d’hydrolyse. L'analyse du
tableau montre en effet que le colt du traitemehtempris entre 1,11 et 5,17 €/kg suivant
l'intensité du prétraitement appliqué.

Les codts importants des traitements d’homogénérsaesident d’'une part dans la faible

concentration des suspensions traitées (1 %),imitel les quantités de cellulose obtenues.
Dans le cadre de notre étude, la configurationateennstallation pilote ne permettait pas de
traiter des suspensions de cellulose plus con@mti®ux concentrations supérieures, des
phénomenes d’obstruction et d’instabilité de praasgitaient observés.

Cependant, I'architecture des nouvelles instalfastic’homogénéisation a fortement évolué au
cours de ces derniéres années pour permettreitentesat de suspensions de cellulose de
concentration plus élevée (jusqu’a 4%) qui pourcaitduire a une premiére diminution trés

significative des codts du prétraitement
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(http://www.apv.com/pdf/technicalinfo/PB_Cellulo2808.pdf, 2008).

Le tableau 2 indique également que le nombre desagas nécessaires a l'ouverture de la
structure de la cellulose modele est un autre dactpi va influencer la durée du
prétraitement et donc le colt du prétraitementntEteonné que les nouvelles technologies
d’homogénéisation (ainsi que certaines technologies microfluidisation) permettent
d’atteindre des pressions de traitement beaucoup ipiportantes (de 1500 a 2000 bars) et
appliquent des cisaillements d’'une intensité bigmésieure, la destructuration de la cellulose
dans ce type d'installation pourrait étre beaucplys rapide et contribuer de cette facon a
une diminution du nombre effectif de passage. Cditrinution se traduirait par une
réduction de la durée et des quantités d'énergomgsaires et contribuerait également a
améliorer significativement les quantités de prtglabtenus (économie d’échelle).

Une derniere approche, qui permettrait de rédugmnaficativement les colts énergétiques du
procédé, consisterait a récupérer I'énergie dissgmhis forme de chaleur dans la suspension
traitée au moment du cisaillement. Les essaissé&aBur cellulose modéle ont en effet montré
une hausse significative de la température de $pension de cellulose consécutive a
'application du prétraitement. Cette augmentatilentempérature a notamment été régulée
par un circuit de refroidissement pour éviter qaestispension n’atteigne sa température
d’ébullition pendant le prétraitement.

Pour ce faire, un suivi de la température de |pension a été réalisé. La Figure 2 montre
I'évolution de la température d’'une suspension ekulose (volume 10 litres) pendant un
traitement d’homogénéisation réalisé a une presd®rb00 bars, sans la présence d'un

systeme de refroidissement
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Fig. 10: Evolution de la température de la suspensiotetialose au cours d’un traitement

d’homogénéisation appliqué a une pression de 560 ba

L’'analyse du profil de température montre une camge rapide de la température de la
suspension de cellulose au cours du traitements Dampremier temps, 'augmentation de la
température est plus faible en raison du liquidgeau dans le volume mort de I'installation.
Une évolution plus marquée est ensuite observé¢erhpérature de la suspension augmente
de 17 a 63°C en plus ou moins 38 minutes. Le traté d’homogénéisation a ensuite été
stoppé lorsque la température a atteint 70°C puitierétoute détérioration de I'installation
pilote.

Sur base de la chaleur spécifique de I'eau (4,1IRRCL), un rapide calcul (Eq 7.) permet
d’estimer la quantité d’énergie dissipée dans lapsnsion de cellulose au cours du

prétraitement d’homogénéisation.
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Cp*V* p*(T+T)) = E
(Eq.7)

Ou Cp = Chaleur spéficique de I'eau (kJ/kg°C)

\Y, = Volume (m3)

p = Densité (kg/m?3)

Ts = Température finale
Ti = Température initiale

Pour notre essai, I'énergie dissipée sous formehaéeur dans la suspension correspond a :

4,18*10*(63-18) = 1922 kJ, qui correspond a unegamce moyenne dissipée de 0,842 kW

1922/38*60 = 0,842 kW

Dans le cadre d'un essai réalisé a 500 bars, opuissance moyenne fournie par le
moteur électrique est de 1,8 kW, la puissance plssisous forme de chaleur dans la
suspension de cellulose correspond a environ 46 30 & de la puissance nominale du
moteur.

La récupération de cette quantité importante dgeeui doit de toute facon étre otée de la
suspension pour maintenir la température du proaluites valeurs compatibles avec les
limites de linstallation, devrait contribuer a dimer fortement les colts du prétraitement.
Cette énergie thermique pourrait éventuellemert &utilisée de maniere aisée lors d’étape
ultérieure, tels que I'hydrolyse enzymatique oude®rses opérations de fermentation.

Enfin, il serait également possible d'améliorer Igerformances économiques du
prétraitement d’homogénéisation en diminuant lesantjtés d'eau nécessaires au

prétraitement. Une séparation solide/liquide (par. décantation centrifuge) réalisée a la fin
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du prétraitement pourrait notamment diminuer sigativement les quantités d’eau

nécessaires a la mise en suspension du substrat.

Pour terminer, il ne faut pas oublier que I'enskntdes estimations réalisées ci-dessus a été
basées sur les performances énergétiques d'un Homisgteur pilote, et non d'une
installation industrielle.

L’optimisation combinée de I'ensemble des factelésrits ci-dessus pourrait donc contribuer
a une diminution tres significative des codlts ditément. Bien qu’il soit difficile a I'heure
actuelle de chiffrer cette diminution, il apparmifune réduction des codts d'un facteur 3 a 5
ne soit pas irréaliste, ce qui pourrait rendre Hétrpitement d’homogénéisation rentable,
notamment pour certaines filieres d’exploitationhaute valeur ajoutée (production de

nanocellulose, cellulose microcristalline,...)

Pour confirmer cette derniere hypothése, une v@eatlation a consisté a estimer le gain
apporté par ’homogénésation, appliguée en prétrant, lors d'une étape d’hydrolyse
enzymatique. Dans cette optique, la diminution defits enzymatiques induit par le
traitement d’homogénéisation pour un procédé alassd’hydrolyse de la cellulose modéle
(procédé de référence décrit au point 6.2.2) agtitnée.

Pour ce faire, les prix des complexes enzymatiqigisés ont été évalués. L'estimation du
colt d’achat des enzymes a été donnée en octobhfe 20 la société Novozymes S.A. pour
un volume d’achat important compatible avec unksation industrielle. Les prix obtenus ont
été de 18,50 €/HTVA par litre d’enzyme pour le céemp Trichoderma reeseATCC 26921
(Celluclast® 1.5 L) 30 FPU/mI et de 20,50 €/HTVAr pigre pour le complexdspergillus
Niger (Novozym 188) (Novozymes A/S, Denmark), 295 FPU/Anfaut noter que les colts

de transport sont inclus dans les prix.
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Les colts enzymatiques relatifs a I'hydrolyse déild de cellulose modéle (suivant le

procédé de référence décrit au point 6.2.2) sadgmtés au tableau 3.

Tableau 3. Codt enzymatique du procédé d’hydralgsesférence décrit au point 6.2.2.

Colt Co(t global
s Celluclast® | Novozym Novozym de I'enzyme Co(t Total/kg de
Procédé Celluclast® "
1.5L(FPU) | 188 (CBU) 188 (€) pour le test | Cellulose traitée(€)
1.5L (€)
(€)
Référence 25 123 0,0154 0,0085 0,0239 0,956

Le tableau 3 montre que le colt enzymatique moyenedhydrolyse enzymatique réalisée
dans les conditions décrites au point 6.2.2. aweiks 1 euro par kilo de cellulose traitée.
Ces chiffres, relatifs a I'estimation du colt enzayigque, doivent étre cependant nuances. De
nouveaux complexes enzymatiques sont aujourd’hwoems de développement et devraient
étre testés pour affiner cette estimation.

De plus, les colts enzymatiques sont estimés see lage ['utilisation de complexe
enzymatique possédant un grade alimentaire. Poucohaplexe enzymatique issu de
Trichoderma reeseiyn grade techniquest aujourd’hui commercialisé (ce qui n’est pasds
pour le complexe cellobiase). Le prix de ce gradehiique, pour des volumes de
conditionnement similaires, est de 10,50 €/HTVAllee, soit 40 % moins onéreux que le
grade alimentaire. En faisant I'hnypothese probahle le nombre d'unités dans le grade
technique est similaire a celui du grade alimeatdiron vérifié au laboratoire), les codlts

enzymatiques du procédé pourraient étre nuanddedtas).
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Tableau 4. Colt enzymatique du procédé d’hydralgseeférence décrit au point 6.2.2.

(grade technique)

Colt Co(t global
s Celluclast® | Novozym Novozym de I'enzyme Co(t Total/kg de
Procédé Celluclast® "
1.5L(FPU) | 188 (CBU) 188 (€) pour le test | Cellulose traitée(€)
1.5L (€)
(€)
Référence 25 123 0,0087 0,0085 0,0172 0,688

La comparaison des valeurs de ces deux estimdtiableaux 3 et 4) avec les codts estimés
de I'homogénéisation (tableau 2) montre que l'aométion des rendements d’hydrolyse
induit par les différents prétraitements d’homoggaiion (tableau 5) ne compense pas, dans
la configuration actuelle, le surcolt occasionné @& dernier. En effet, un prétraitement
réalisé a une pression de 500 bars avec un depoindgénéisation de 4,2 induirait une

réduction d’environ 0,32 € au niveau du colt enzyua.

Tableau 5. Amélioration des rendements d’hydrobrséonction des parameétres pression et

degré d’homogénéisation appliqué pendant le ptétraint

. - P Amélioration des rendements
Pression (bar) Degré d’Homogénéisation d’hydrolyse (%)
250 4,2 34
250 12,9 50
250 32,1 71
500 4,2 46
500 12,9 65
500 32,1 103

Cependant, une réduction éventuelle des colts digéméisation, sur base de I'optimisation
des différents parametres décrit ci-dessus, pdunm@ndre le prétraitement attractif
économiquement. De surcroit, les gains de matiemmigre (taux d’hydrolyse plus important)
ainsi que les économies d’échelle des installatipmsrraient donc rendre le prétraitement

d’homogénéisation financierement compétitif.
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Pour conclure cette discussion sur les colts d’'lg@méisation, les différents calculs réalisés
ci-dessus montrent qu’il est actuellement difficile se prononcer sur la rentabilité de la
technologie. Les estimations réalisées montrent Ithaenogénéisation est une technologie
colteuse mais ne permettent cependant pas detéeadéfinitivement de la liste des

technologies de prétraitements. Il faut égalemestemque la valeur ajoutée du produit
d’hydrolyse final recherché va également influeniesr conclusions. Pour le glucose, qui a
une valeur ajoutée réduite, il est probable guentibgénéisation soit une technologie
beaucoup trop colteuse (et de surcroit, son obtermgar I'hydrolyse enzymatique). Par

contre, dans le cadre de la production de cellebidsnt la valeur ajoutée est plus importante
(3 euros/kilo), le prétraitement d’homogénéisatpmurrait se révéler rentable d’'un point de

vue économique.
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CHAPITRE VIII

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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En se focalisant spéficiquement sur la celluloseléte cette thése, qui s’intégre dans le
concept de la bioraffinerie, a atteint ses objedifi permettant une meilleure compréhension
des modifications apportées par deux types de giedments (la steam explosion et
’lhomogénésiation) sur les propriétés physicochimi) de la fibre de cellulose et leurs
impacts sur les propriétés d’hydrolyse.
La premiére partie du travail s'est axée spécifigeiet sur le prétraitement de steam
explosion. Dans un premier temps, un modele, péametd’'estimer [intensité des
prétraitements de steam explosion sur base d'umeilation entre la pression et la
température, et applicable a des installationstgsl@u la montée en température n’est pas
instantanée, a été établi. Il a également été monue ce modeéle pourrait étre
significativement amélioré dans le futur en y imgdg des parameétres liés a l'acidité du
milieu et au substrat traité lui-méme.
L’étude a ensuite montré que le traitement de stexplosion n’améliorerait pas les
rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellutosdéle. Ces résultats sont opposés a ce
qui est traditionnellement présenté dans la littdéepour les matériaux lignocellulosiques
complexes. Cependant, il a été montré que les igtéprphysicochimiques des fibres de
cellulose (rétention d’eau et cristallinité) sormdifi€es au cours du prétraitement et des liens
entre ces modifications et les propriétés d’hydselpnt été établis. Enfin, I'évaluation de la
dégradation thermique de la cellulose a permisatlé&tun modéle relatif a la dégradation
thermique de cellulose au cours du prétraitemergtel@m explosion, sur base du facteur de
sévérité appliqué.
En termes d’acquis, cette partie du travail a pgrmi

« D’élaborer un modeéle d’estimation de I'intensité mhétraitement de steam explosion

transposable a grande échelle ;
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e D’estimer I'évolution de la dégradation thermique da cellulose pendant le
prétraitement de steam explosion en fonction deelfisité du prétraitement ;

» De rendre compte de I'impact exact du prétraitengensteam explosion sur la fibre
de cellulose, impact qui est fort différent de ce st présenté dans la littérature sur

les matériaux complexes.

La deuxieme partie du travail s’est principalemaxée sur les potentialités d’utilisation de
’lhomogénéisation comme technologie de prétraitém@antrairement a la steam explosion,
les résultats obtenus ont montré une tres nettéaatéon des rendements d’hydrolyse de la
cellulose, couplée a une nette amélioration deprgtés de rétention d’eau. Il a également
été montré qu’un réseau tridimensionnel s’établisa@n des suspensions de cellulose pour les
intensités de prétraitement les plus importantequet le développement de ces propriétés
rhéologiques pouvait modifier les propriétés d’'lojgse de la cellulose. Au dela du potentiel
technologique de I'homogénisation, une analyse d®E#s a permis de positionner les
perspectives économiques de I'homogénéisation rdngtee technologie de prétraitement de
la biomasse.

Enfin, la derniére partie du travail, axée sur tilglyse enzymatique de la cellulose modele, a
montré qu’il était possible d’augmenter tres sigaifivement les concentrations en glucose
dans les hydrolysats par des ajouts successifszydigm et/ou de substrat en cours
d’hydrolyse. En paralléle, des liens entre I'évidntdes rendements de production en glucose
et les principaux facteurs limitants de I'hydrolysezymatique ont été établis. Au dela de
'aspect technique, une estimation des colts d#éreltes méthodes d’hydrolyse a été
réalisée. Il ressort de I'estimation des colts u@roduction de glucose par I'hydrolyse

enzymatique de matériaux lignocellulosigues est ¢afiteuse (colt enzymatique par kilo de
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glucose important) et aujourd’hui difficilement éoqable dans une optique de production de
masse de molécule a faible valeur ajoutée.
En termes d’acquis, cette partie du travail a pgrmi
* D'identifier I'impact positif du traitement d’homeégésiation sur les propriétés
d’hydrolyse d’une cellulose modele ;
» D’évaluer les potentialités économiques de trahsfier cette technologie comme

technologie de prétraitement de la biomasse.

De nombreux développements doivent donc encoreré&ltisés dans cette optique. Dans un
premier temps, le développement de complexes erimymea possédant des activités plus
importantes a des coUlts réduits devra étre réadiséit donné que le colt des enzymes est
actuellement le facteur économique limitant degatmns d’hydrolyse.

De nouveaux complexes globaux (mix de cellulasebéaticellulases) qui présentent des
activités élevées sont actuellement en cours delai@yement. Dans un futur proche,
I'efficacité de ces complexes devra étre évaluédeddtérents matériaux lignocellulosiques
d’un point de vue technico-économique et ce, enbioaison avec les différents technologies

de prétraitement.

La rentabilité économique des procédés d’hydrolpse voie enzymatique ne pourra
également étre concevable que si une fraction itapty des enzymes est recyclée.
Actuellement, des technologies de recyclage, basdredes techniques d’ultrafiltration sont
en cours de développement. Il n’en reste pas nupiesle véritable challenge consistera a
récupérer les enzymes adsorbées sur le substrdtiebsDe ce point de vue, la littérature

montre que peu d’études sont menées dans ce donhéhede détaillée des phénomeénes

233



d’absorption d’enzyme et la compréhension de leméxanismes devrait apporter des
améliorations significatives au niveau des coliydfolyse.

Enfin, la rentabilité de I'hydrolyse enzymatiquesdeatériaux lignocellulosiques complexes
sera liée a une optimisation des différents prtéimaénts. Cette optimisation impliquera
notamment une meilleure compréhension des effgtertgs par les différents prétraitements
sur chacun des composants de la biomasse. Desitraivmilaires a cette these, axés sur des
hémicelluloses ou des lignines modeles pourraippber des avancées majeures dans le
domaine des prétraitements et la compréhension ales | effets sur la matiere
lignocellulosique.

Pour conclure, les résultats acquis au cours de tedse indiquent que I'avenir proche du
bioraffinage sera lié a I'élaboration de procédéssasur I'obtention de molécule a plus haute
valeur ajoutée, qui intégrera également une vatois complete de I'ensemble des
coproduits issus du procédé.

Au final, il ressort de I'ensemble de ce travaiedas matériaux lignocellulosiques possédent
le potentiel nécessaire pour s'intégrer dans uc@&obasée sur le développement durable.
Le développement de produits bio-basés a plus haaltur ajoutée doit cependant étre

envisagé au méme titre que celui des biocarburants.
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