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the accessibility of cellulose conlained in straw lo enzymalic hydrolysis. Among them, the gri ndmg followed by
a thermical treatment (110 °C during 30 min) of siraw permealed with 70 %, moisture improved largely the accessi-

bility of cellulose to cellulolylic enzymes.

1. Introduction

Les hémicelluloses (polyméres de pentoses et
d’hexoses), les lignines (macro-molécules polyphé-
noliques) et la cellulose (polymeére linéaire d’unités
B-D-glucose) sont les constituants majeurs des
matériaux lignocellulosiques. La résistance de la
cellulose & 'hydrolyse enzymatique s’explique d’une
part par la présence d’une matrice formée par les
hémicelluloses et la lignine qui entoure la cellulose,
cet ensemble constituant un systéme de hauts
polymeéres étroitement imbriqués; d’autre part par
la structure hautement ordonnée de la cellulose qui
lui confére une certaine cristallinité.
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L’accessibilité de la cellulose aux cellulases
dépend des propriétés de surface des fibres, des
liaisons entre les divers constituants, de la taille des
particules, tandis que sa dégradation est liée & son
degré de cristallinité. L’accessibilité peut étre aug-
mentée par des traitements, qui se subdivisent en
deux catégories :

— des traitements physiques comme I'utili-
sation des broyeurs & marteau (vibratory ball
milling), le broyage (grinding), les irradiations ou
les effets thermo-mécaniques;

— des traitements chimiques par les agents
alcalins « gonflants » (swelling agents) tels que
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Pammoniaque, la soude ou la potasse et les acides.
Ces traitements se font également & chaud (traite-
ments & la vapeur).

Tous ces procédés ont été étudiés notamment
nar Simron of nnl’ {19748\ Gnam oF enll (197R)

par SATTER el coll. (1976), Gram el coll. (1978),
TaNAkA et Tanicucar (1979), PEITERSEN (1975),
Tourat et TorasHima (1978) et par GHosg (1977).

L’efficacité d’un traitement se mesure par la
dégradabilité de la cellulose que ’on peut notamment
apprécier par la détermination des sucres réducteurs
libérés aprés action des cellulases {MANDELs et
WepeRr, 1980 ManprLs e cell. 1976, Tougrar el

VY LOEIDY 1000, HaAalNDnLS L0, 2070, Unn

TorasHima, 1978).

Notre travail a porté sur divers prétraitements
de la paille de blé destinés 4 améliorer I'accessibilité
de la cellulose aux cellulases.

2. Matériel et méthodes
2.1. MICROORGANISME

Le champignon imparfait Trichoderma harzia-
num CCM F-470 (Czechoslovak Collection of Micro-
organisms) a été utilisé pour la production de cellulases
employées pour la mesure de la dégradabilité apres
traitement de la paille.

2.2. PRODUCTION DES CELLULASES

La culture a été réalisée dans un fermenteur
Biolafitte (Poissy, France) de 2 litres contenant un

jitre de milieu de MANDELs et WEBER (1969), dans
lequel l'extrait de levure et les peptones ont été

remnlacds nar 2 o de son de blé et la cellulose Avicel
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par 8 g de paille de blé. Les conditions de culture sont
celles définies par Roussos et RammBauLTt (1982 b).

2.3. MESURE DE L’ACCESSIBILITE AUX CELLULASES

Le mélange réactionnel est le suivant : 50 mg
de paille traitée, 1 ml de tampon citrate-phosphate
0,06 M, pH 4,8 et 1 ml d’une dilution de surnageant
de la culture de T. harzianum renfermant 0,01 Ul
d’Activité Papier Filtre (APF). Incubation 24 h a
50 °C. La réaction est arrétée en plongeant les tubes

Q A h m & 100
3 mn dans un bain-marie 4 100 oC. Les sucres réduc-

teurs libérés sont dosés au DNS selon MILLER (1959).

2.4. DO0OSAGE DES CONSTITUANTS DE LA PAILLE

cores 11

L.a méthode de VaN SOEST (1
Le principe de cette méthode repose

963) a été utilisée.
sur I'extraction

-

{i) NDS = Neuirai Deiergeni Solution.
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successive des principaux constituants des matériaux
lignocellulosiques. Aprés chaque extraction, le pro-
duit retenu sur je filtre est séché et pesé.
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Les traitements étudiés sont de deux sortes :
Physiques et Chimiques.
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longueur (A, B, G, D, E).

ALt
(o] 4] u:uu blllll

m de

2.5.2. Trailement chimique

Deux types de traitements ont été étudiés :
alcalins et acides.

Trailements acides: 10 g de paille sont placés dans
100 ml d’'H,PO, & 76 9%, 4 0°C pendant des temps
variant de D 4 20 mn. La suspension est ensuite filtrée
sur verre fritté, lavée abondamment 4 'eau distillée
et neutraiisée par la soude. Le séchage est effectué

4 100 °C pendant 48 h.
Traiiemenis alcalins: deux sortes de traitements ont
été expérimentés :

s

a. Traitement de paiile €n SUSpuumuu . 10 g
de paille sont placés dans 100 ml de la solution alca-
line (A 1,2, 3 et 49, de soude ou d’Ammoniaque) et
autoclavés a 110 °C pendant 30 mn. Ensuite on filtre
sur verre fritté puis on neutralise et lave par une série
de rincages successifs avec des solutions d’HCI et
d’eau distillée bouillante jusqu’'a neutralité des eaux
de lavage.

b. Traitement de paille imprégnée :

e sont amenéds & 700 ’
€ SOIiv aimenes a /v // d’humidité avec une

on alcaline (4 1, 2, 3 et 4 % de NaOH ou de
NH OH\ puis autoclaves a 110°C pendant 30 mn.

3. Résultats et discussion

3.1. TRAITEMENT PHYSIQUE - BROYAGE

Au tableau 1, sont rapportées les proportions
des divers constituants dans chacune des différentes
fractions : résultats donnés par le dosage de Van
Soest (1963). Pour I'échantillon A on observe une
perte trés importante au niveau de laction du

NDS (1); considérant ce dosage avec réserve, nous
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TaBLeaU |

Accessibilité du substrat aux cellulases en fonction de la taille des brins de paille

CONSTITUANTS DE LA PAILLE EN % pé a
Echan- Taille cgrada-
bilité
. en Cellu- Hémicel- s os
tillon lose lulose Lignine Autres en % de
mm
paille
A < 0,1 23 20 15 42 1,54
B 0,1-0,5 28 24 26 22 1,06
C 0,5- 1 31 26 24 19 0,94
D 1-2 43 19 i6 22 0,84
E < 2 43 25 12 20 0,60
Valeur moyenne 36 24 20 20 1,00
Témoin d'activité Papier Filtre = 0,122 mg sucres réduits/ml/h.

Dégradabilité = mg de sucres réducteurs libérés/24 h/100mg de paille en présence de cellulases (0,02 Ul APF) de T. harzianum.

TaBLEAU 11

Variation de la composition des différents constituanls de la paille au cours des traitements acides. Influence sur I'accessibilité
aux cellulases

Echan- Temps CONSTITUTION DE L‘BCHANTILLON TRAITE % Pertes Dégrada-
de trai-t- en poids bilite
tillon tement cellu- Hémicel-| . . p en % de
Lignine Autres N
en mn lose lulose % paille
Paille o 36 24 20 20 o 1,06
Témoin
Pl 5 32 25 26 17 48 1,78
A% 14 7 2 9
3 P, 10 28 20 30 19 50 2,04
A% 17,3 11 o} 7,3
: P, 15 44 15 28 13 40 2,40
A S 4 14 (o} 11
P4 20 44 20 20 16 42 2,40
A S 5 10 6 9
Cah. O.R.S8.T.O.M., sér. Biol.,, n° 45, 1982: 17-23.
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n’avons pas tenu compte des valeurs obtenues pour
le calcul de la valeur moyenne des différents consti-
tuants de la paille. La cellulose et les hémicelluloses
représentent donc en moyenne pour les quatre échan-
tillons restants 60 9%, du poids de la paille.

Il est vraisemblable cependant que la préci-
sion de la méthode de Van Somst (1963) appliquée
au dosage des constituants est trés faible. De plus,
des réactions ont pu se produire pendant le séchage
de I’échantillon et fausser 'estimation des lignines.
En outre, les tanins, les pectines et les cires présents
peuvent également interférer avec le dosage des
hémicelluloses. Cependant cette technique de dosage
donne une estimation sur la nature des composants
d’'un matériau lignocellulosique et peut servir
d’analyse complémentaire des effets du traitement
sur les pailles.

Sur chaque échantillon de paille broyée et
tamisée, I’accessibilité de la cellulose & la dégradation

enzymatique est mesurée par la dégradabilité d’un
substrat cellulosique exprimée en mg de sucres
réducteurs libérés en 24 h & 500 C en présence de
cellulases (0,02 UI APF) pour 100 mg de substrat
(tabl. I). L’accessibilité aux enzymes cellulolytiques
est nettement améliorée par le broyage. Pour I'échan-
tillon A, on observe la présence d’une quantité de
sucres réducteurs, spontanément libérés par le
substrat, nettement supérieure & celle des autres
échantillons. Ceci peut étre rapproché des résultats
relatifs au dosage des constituants et permet de
supposer que le broyage rompt une partie des molé-
cules de cellulose, augmentant ainsi le nombre de
fonctions réductrices libres, et provoquant la for-
mation de polysaccharides de faible poids moléculaire
beaucoup plus hydrosolubles.

Pour la suite de notre étude, nous avons done
utilisé de la paille de blé broyée de taille comprise
entre 0,1 et 0,5 mm.

TaBrLEau II1

Influence des traitements alcalins en milieu liquide sur la composition des pailles : incidences sur 'accessibilité aux cellulases

¥ ITUTION DE L'ECH
senan. | Concen- CONST N DE T %EC ANTILLON N Dégra-
© tration dabilité
. Pertes
tillen en NaOH cellu- | Hémicel- Lignine Autres en en %
ou NH,OH lose lulose g ) de paille
% 4 Poids
s 0 NaOH O 53 27 6 14 30 2,16
s 1 NaOH 1% 66 20 4 10 44 4,60
s 2 NaOH 2% 66 23 4 7 58 2,20
s 4 NaOH 4% 15 27 40 18 80 1,70
A O NH4 0% 53 27 6 14 30 2,16
A 1 NH4 1% 53 26 11 10 30 2,22
A 2 NH4 2% 48 30 14 8 30 2,0
A 4 NH4 4% 60 32 6 2 30 2,40
Paille
non )] 36 24 20 20 30 1,06
traitée

Cah. O.R.S.T.0.M., sér. Biol., no 45, 1982: 17-23.
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3.2. TRAITEMENTS CHIMIQUES

3.2.1. Traitement a I'acide orthophosphorique

Les paramétres suivants ont été étudiés : perte
en poids au cours du traitement, composition du
produit résiduel et accessibilité aux cellulases. Les
résultats sont rapportés au tableau II. Nous pouvons
constater que les pertes en poids subies au cours de
différents prétraitements sont importantes et sensi-
blement identiques : elles sont de 40 & b0 9, du poids
du produit initial.

La composition du produit résiduel est déter-
minée sur échantillon séché aprés traitement et
lavage. Compte tenu de la perte de poids résultant

du traitement elle permet de déterminer le pour-
centage d’élimination de chacun des constituants
par le traitement.

Les pertes en hémicellulose varient de 7 &
14 9, en cellulose de 4 & 21 %, et en lignine de 0 &
6 %, Il semble donc qu’il y ait une meilleure résistance
des lignines a I'attaque des acides. Une partie des
hémicelluloses et les constituants solubles dans I'eau
disparaissent avec les eaux de lavage. Cependant la
cellulose de la paille ainsi traitée est plus accessible.
Sa dégradabilité est augmentée de 50 %,.

3.2.2. Traitemenls alcalins en milieu liquide

Les résultats sont rapportés au tableau III.

Tareavu IV

Influence des traitements alcalins en imprégnation sur la composition des pailles : incidence sur I'accessibilité aux cellulases

Echan-{ Concentra-| CONSTITUTION DE L‘'ECHANTILLON TRAITE % Dégradabi-~
tion en e

tillon E;:gﬂou% Cellulose |Hémicellulose| Lignine Autres ::t;air]‘_ 19;
SI O NaOH O 36 30 5 29 4,02
sT 1 " 1 38 25 7 30 3,50
s1 2 " 2 38 22 7 33 3,25
s1 3 " 3 43 8 9 40 3,10
s1 4 " 4 40 23 6 31 3,50
Al O NH40H (o] 36 30 5 29 4,02
AI 1 " 1 16 25 26 33 3,50
AT 2 " 2 36 30 26 8 3,70
ATl 3 " 3 43 29 21 7 3,60
A1 4 " 4 35 23 32 10 3,90
Paille
bigﬁe 0 36 24 20 20 1,06
traitéc

Cah. O.R.S.T.O.M., sér. Biow., ne 45, 1982; 17-23.
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Nous observons tout d’abord que la perte en poids
varie linéairement avec les concentrations en soude
(de 30 a 80 9,), alors que le traitement a I’'ammo-
niaque semble sans effet.

Les résultats rapportés dans le tableau III
correspondent a la composition de 1 g du produit
résiduel aprés prétraitement de la paille. Il semble
que le traitement & la soude jusqu’a la concentration
2 9% provoque une dissolution des hémicelluloses et
des constituants solubles dans le NDS (Han et
CaLLaHAN, 1974) puis de la cellulose lorsque la
concentration s’éléve & 4 9. Le traitement comporte
vraisemblablement deux actions simultanées : en
premier lieu, le gonflement des parties cristallines
sous l'effet de la température rendant la cellulose
plus amorphe donc plus accessible, puis une dégrada-
tion du substrat par la soude. Le traitement optimal
semble étre représenté par une action de 30 mn de
la soude & 1 9%,. Dans le cas du traitement 4 I’ammo-
niaque, la seule action apparente est celle de la
température.

3.2.3. Trailements alcalins en imprégnation

La composition et la dégradabilité des échan-
tillons ainsi traités sont rapportées au tableau IV.
L’observation que l'on peut faire sur ce type de
traitements avec la soude est une diminution sensible
de la fraction correspondant a la lignine, et une aug-
mentation paralléle de la fraction soluble dans le
NDS. Un résultat opposé est observé aprés action
de l'ammoniaque qui provoque peut-étre une
complexation de certains des constituants se retrou-
vant & la fin du dosage dans la fraction correspondant
a la lignine.

L’action des agents alcalins n'augmente pas
la dégradabilité de la paille par les cellulases de

Cah. O.R.S.T.0.M., sér. Biol., no 45, 1982: 17-23.

T. harzianum par rapport au simple effet de la
température.

4, Conclusions

Les résultats que nous avons obtenus nous
permettent de conclure que le broyage est un bon
moyen d’améliorer 'accessibilité de la cellulose des
pailles aux enzymes cellulolytiques. En ce qui
concerne les traitements chimiques, l'efficacité des
agents alcalins n’a pu étre mise clairement en évi-
dence dans la mesure ou seul le traitement thermique
en milieu aqueux donne des résultats de méme ordre
de grandeur. Les études de l'efficacité de divers
traitements physiques et chimiques sur ’accessibilité
des constituants polysaccharidiques de la paille &
I’hydrolyse enzymatique avaient pour objectif de
déterminer les conditions de prétraitement pour
obtenir un substrat préconditionné pour la fermen-
tation en milieu solide. Les conditions optimales de
mise en ceuvre de ce nouveau procédé sont donc :

— utilisation de paille broyée (taille << 1 mm);

— traitement de la paille en milieu imprégné
de fagon & éviter les pertes importantes de matiére
par ailleurs source de pollution;

—- traitement de la paille soit uniquement
par la chaleur & 110 °C pendant 30 mn, soit dans les
mémes conditions mais en présence de soude a 1 %;

—- utilisation de la souche de T. harzianum
dont la croissance apicale, la capacité de production
de cellulases et le rendement de sporulation sont tout
a fait satisfaisants (Roussos et RaimBauLT, 1982 a).
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