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Introduction

Energie propre, universellement disponible, stockable et transportable, issue de ressources
renouvelables : ce sont les promesses de I’hydrogéne énergie, dont I’utilisation via les piles a
combustible pour les transports est en plein essor. La production d’hydrogene actuelle est
essentiellement réalisée par vaporeformage d’hydrocarbures, procédé émetteur de CO, fossile, par
et pour les industries chimiques et pétrochimiques. La production d’hydrogéne par voie
renouvelable (électrolyse de l'eau), pour une application énergie, reste minoritaire (Demirci et
Miele, 2010). Le développement de procédés de production d’hydrogeéne « vert» est donc

essentiel.

Dans le monde du vivant, ’hydrogéne est un intermédiaire biochimique essentiel, vecteur
d’électrons entre espéces microbiennes, contribuant a la production d’énergie cellulaire. Le
procédé de fermentation obscure met a profit cette propriété bactérienne et génére de trés bonnes
productivités en hydrogéne dans des conditions opératoires douces, sans contrainte d’apport de
lumiére ou d’oxygene (Trably et al., 2018). En outre, 1’utilisation de biomasses comme matiére
premicre offre la possibilité de valoriser une gamme étendue de déchets organiques en ressource
énergétique propre. Le procédé de fermentation obscure n’a pas encore connu un réel essor et
reste au stade de I’échelle pilote. Des limitations du rendement de production d’hydrogéne sont en
cause, notamment dus & [’augmentation de la pression partielle en hydrogene dans le milieu
réactionnel au cours de sa production. Ainsi, 1’extraction continue de 1’hydrogéne produit est
essentielle. A notre connaissance, une telle extraction in situ au moyen de membranes n’est
mentionnée que dans deux études n'améliorant que peu la production d’hydrogéne (Liang et al.,
2002 ; Zheng et al., 2010) et un brevet (Tippmer et Tippmer, 1994). Notons également que lors de
la mise en ceuvre en réacteur agité continu, afin de limiter le lessivage des bactéries productrices
d’hydrogene du milieu réactionnel, un inoculum externe est ajouté au début et/ou au cours du
process, ce qui implique souvent un prétraitement thermique, dépense énergétique
supplémentaire, afin d’inhiber la croissance de bactéries non productrices d’hydrogéne. Les
configurations de réacteurs a lits fixes ou lits fluidisés peuvent limiter le lessivage bactérien via le
développement d’un biofilm sur un support physique (Jung et al., 2011), mais nécessitent une

manutention plus importante lors de leur mise en ceuvre.

Afin de répondre a ces contraintes dans une seule unité, un procédé de fermentation
obscure a été développé par I’Equipe de Reconnaissance et Procédés de Séparation Moléculaire
(RePSeM) de DInstitut Pluridisciplinaire Hubert Curien (UMR 7178), dans un bioréacteur
membranaire (BRM) a fibres creuses, permettant une extraction in situ des gaz produits

(extraction L/G) et offrant une surface solide pour le développement d’un biofilm bactérien.
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Introduction

Les productivités en hydrogéne obtenues sont triplées par rapport a un réacteur agité
continu, avec une solution mod¢le (glucose et nutriments) et un ensemencement bactérien avec
des boues de station d'épuration (Ernst et al., 2015).D’autres travaux de I’équipe ont également
démontré le potentiel de sous-produits vitivinicoles en tant que substrat et inoculum (fermentation

endogene a la biomasse) pour la production d’hydrogene (Ernst et al., 2014).

L’approche double de ce projet de thése vise a améliorer conceptuellement et
quantitativement le procédé de production par fermentation obscure en BRM L/G en
fonctionnement continu et a étudier sa faisabilité en utilisant des déchets organiques variés en tant
que substrats et sources de bactéries productrices d’hydrogene. Deux réacteurs sont ainsi mis en
ceuvre : le BRM L/G, ainsi qu'un réacteur agité semibatch (RASB) pour évaluer le potentiel de
production d’hydrogéne de différentes biomasses avec un controle facilit¢é des paramétres
opératoires (pH, température). Des entretiens avec des industriels de différents secteurs du Bas-
Rhin ont été menées afin d’identifier des déchets organiques disponibles pour une valorisation
énergétique déclinable a différentes échelles et ont permis la collecte d’échantillons. Ce manuscrit

est divisé en cinq chapitres, dont trois chapitres de résultats.

Le chapitre I propose un état des lieux du contexte de production de 1’hydrogene, de son
utilisation et des possibilités de l’intégration du procédé de fermentation obscure dans une
bioraffinerie. Les notions microbiologiques et biochimiques de la production d’hydrogéne par
fermentation obscure seront également présentées. Enfin, I’étude des modes de mise en ceuvre du

procédé permettra de situer 1’utilisation du BRM L/G.

Le chapitre II présente 1’ensemble des matériels et des méthodes de bioproduction et

d’analyse utilisées dans le cadre de cette étude.

Le chapitre III porte sur la robustesse et les limites du procédé. Les résultats de la mise en
ceuvre du bioréacteur sans nouvel ensemencement bactérien pendant plus d’une année, alimenté
uniquement d’une solution modéle, seront présentés. L’amélioration du mode d’extraction des gaz
produits, une étude d’optimisation du temps de séjour hydraulique et du débit d’alimentation en
substrat, ainsi que 1’analyse des communautés bactériennes du module membranaire seront

détaillées.

Le chapitre IV présente les résultats de production d’hydrogéne par fermentation obscure
par les bactéries indigénes de déchets organiques variés en RASB. Les corrélations entre
performances de production d’hydrogeéne générées et le métabolisme et de la microbiologie d’un
panel de tests seront présentées. Deux études exploratoires visant a améliorer les performances de

production par hydrolyse des biomasses seront également abordées.

Le chapitre V présente la mise en ceuvre de la fermentation endogéne dans le BRM

L/G avec différentes biomasses.

La conclusion de ces travaux permettra d’ouvrir sur des perspectives d’études et

d’améliorations du procédé pour sa mise en ceuvre future a I’échelle industrielle.
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Chapitre I

Synthese Bibliographique

Ce chapitre présente les atouts de I’hydrogéne comme vecteur énergétique et permet de
situer le procédé de fermentation obscure dans une production renouvelable. Les verrous a lever
pour I’industrialisation du procédé et les stratégies mises en ceuvre dans les différentes études de

fermentation obscure seront également identifiés.

1 De I’hydrogene renouvelable a I’intégration de la

fermentation obscure dans une bioraffinerie

L’hydrogene est un gaz non carboné ayant un pouvoir calorifique inférieur de 119,9 MJ/kg,
soit plus du double de celui du gaz naturel (50,0 MJ/kg) et presque trois fois celui de 1’essence
(43,1 MJ/kg) ou du diesel (42,8 MJ/kg) (CEA, 2016). Son énergie est mobilisable par
combustion, produisant uniquement de la chaleur et de 1’eau, ou via une pile a combustible (PAC)
produisant de 1’électricité. Une PAC est un module composé de plusieurs cellules ou la réaction
¢lectrochimique entre 1’hydrogéne injecté a 1’anode et [’oxygene a la cathode, séparées par un

¢lectrolyte (figure 1) conduit a la production d’électricité, de chaleur et d’eau (AFHYPAC, 2018).

:!e{

HZ e G Vo 02
H, = 2H* + 2e 1/20,+2H"+2e 3> H,0
I e H,0
|
Catalyseur Catalyseur
. PEM ]
anodigue cathodique

Figure 1: Schéma de principe d’une pile 2 combustible 2 membrane échangeuse de protons (AFHYPAC, 2018)

L’utilisation de I’hydrogeéne pour répondre a différents besoins énergétiques tout en
atténuant les émissions de gaz a effet de serre liées a l’activité humaine est en plein

développement.
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Chapitre I - Synthese bibliographique

1.1 Rdles et marché de I’hydrogeéne dans un mix énergétique durable

1.1.1  L’hydrogene, vecteur d’intégration d’électricité renouvelable

L’hydrogéne peut servir d’intermédiaire pour lisser les productions intermittentes des
énergies éolienne, hydrolienne et photovoltaique. Lorsque la production électrique exceéde la
demande, de I’hydrogéne peut étre produit par électrolyse de I’eau (1) et stocké. L hydrogéne peut
alors étre mobilisé lors des périodes creuses de production d’électricité (absence de vent, de

lumicre).

électricité

2H20 E— 02 + ZHZ (1)
Un tel systéme peut représenter une solution d’autonomie énergétique pour des secteurs
isolés, en remplacement de groupes électrogeénes bruyants et émetteurs de CO, (Bernier, 2014) ou
contribuer a I’alimentation des réseaux existants de gaz naturel (power-to-gas), directement sous
forme d’hythane® (jusqu’a 20% d’hydrogéne en mélange avec du méthane) ou aprés une étape de

méthanation (2) par voie catalytique ou biologique (ADEME, 2016a).

CO, + 4H, - CH, + H,0 (2)

Le tableau 1 présente quelques exemples des projets d’utilisation de 1’hydrogeéne pour des
usages publics et industriels sur ’ensemble du territoire francais, dont un rapport de
I’AFHYPAC (2017) fait un état des lieux exhaustif.

Tableau 1: Exemples de projets hydrogéne en France

Projet Lieu, début (Si?é:;:z:ricité oud’H, Stockage H, Conversion H, Utilisation

MYRTE Ajaccio, 2012 Panneaux solaires g(g3a SZ bar) g}eAc(t:r)icité Réseau électrique

EI;%?(];: GENE Nantes, 2018 Energies fossiles %23 gO- 420 bar) Elzcg)icité ?I(,)i%de navettes maritimes
GRHYD Dunkerque, 2014 Eoliennes E}?;igfures) Hythane® 81(1)2(1)rt1i:;er:;seigfsr;tiel
FAHYENCE  Samspuemins, 2017 HStGleverer g B ot apivede Kango
van e ais nas Sy e oteds o e

*non disponible

Les projets d’utilisation de I’hydrogéne ont des applications variées (alimentation du réseau
¢lectrique, flottes captives non émettrices de CO,, etc). De nombreux projets sont en cours dans
toutes les régions de France, et plusieurs écosystémes hydrogeéne structurés émergent dans les
régions Auvergne-Rhone-Alpes, Nouvelle Aquitaine, Normandie, Bourgogne-Franche-Comté, et
dans le Grand Est (AFHYPAC, 2017).
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1.1.2  L’hydrogéne, carburant propre

L’utilisation de 'hydrogéne en combinaison avec de 1’oxygéene, sous forme liquide, pour la
propulsion de fusées est considéré comme I'une des principales avancées de la NASA dans la
conquéte spatiale, avec le premier essai réussi d'utilisation de l'¢tage Centaur dés 1963
(NASA, 2017) et pour propulser les fusées Ariane dés les années 1970 (Buffet, 2001).

Les développements actuels portent sur 1’utilisation de 1’hythane® dans des moteurs a
combustion interne ou dans des véhicules a PAC (Abdalla et al., 2018). Le remplissage en
hydrogeéne des réservoirs des voitures a PAC est nettement plus court que le temps de charge des
voitures électriques (3 a 5 minutes contre quelques heures) ; elles ont une grande autonomie
(600 km). Les véhicules a PAC n’émettent pas polluants, a I’inverse des véhicules a moteurs
thermiques ; leur utilisation répondrait aux problématiques de qualité de I’air et de nuisances
sonores des zones urbaines (Bettayeb, 2017). Différents modéles de véhicules ont été
commercialisés depuis 2015 et de nombreux développements sont en cours (figure 2) pour
accompagner 1’¢lectrification des modes de transports routier, ferroviaire, fluvial et maritime
(ADEME, 2016).

Voiture Toyota Mirai(Japon) Bateau bus Navibus (France)

Vélo Alpha 2.0 (France)

autonomie : 100 km autonomie : 500 km autonomie : 6 jours
puissance : 150 W puissance : 113 kW puissance : 2 x5 kW
réservoir: 2L H, comprimé réservoir: 5 kg Hy, 700 bar réservoir: 9 kg H, 350 bar

T
-'Eaiﬁ
ﬁ ‘f-"l*.hh"’_".-,"‘

Train Alstom Coradia iLint (Allemagne) Bus Van Hool (Belgique)
autonomie : 800 km autonomie :350 km
puissance : 600 kW puissance : 210 kW
réservoir : nd réservoir : 38,2 kg H, nd

nd : non disponible

Figure 2 : Exemples de véhicules utilisant I’hydrogéne comme carburant

Les colt élevés de production durable d’hydrogene, des dispositifs de conversion
énergétique et des véhicules utilisant les piles a combustible (Bettayeb et al., 2017) et le faible
nombre de stations en service (actuellement 11 publiques et 12 privées, (AFHYPAC, 2018)) sont

les principaux verrous restant a lever.
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1.1.3  Scenarii d’évolution du marché de I’hydrogéne-énergie

Plusieurs scenarii ont été proposés pour 1’évolution du marché de 1’hydrogene.

L'association négaWatt propose une analyse année par année de toutes les chaines
énergétiques, en partant des usages (énergie finale) jusqu’aux ressources (énergie primaire) avec
deux niveaux de vecteurs énergétiques. Sa modélisation permet d'établir une feuille de route
optimale jusqu’a 2050 en fonction d’hypothéses et de choix réglementaires et économiques. Selon
ce modele, en 2050, plus de 50 TWh devraient étre injectés directement dans le réseau sous forme

de méthane produit par méthanation de 1’hydrogeéne (Association négaWatt, 2017).

Selon le scénario d’évolution du mix énergétique de 1’Agence de I’Environnement et de la
Maitrise de I’Energie (ADEME) a l'horizon 2035-2050, I'hydrogeéne ne jouerait qu'un rdle mineur
du fait des verrous technologiques actuels. L'emploi des piles a combustibles interviendrait ainsi

surtout dans la décentralisation de la production d'¢lectricité (ADEME, 2017).

L'Alliance Nationale de Coordination de la Recherche pour I’Energie (ANCRE) propose
trois scénarii dans lesquels l'hydrogéne occupe une place centrale dans la diminution des
émissions de CO, et la production d'¢lectricité. L'hydrogéne serait directement injecté dans les
réseaux de gaz et l‘utilisation des véhicules a PAC serait généralisé. Ces développements

nécessiteraient tout de méme d’importants investissements (ANCRE, 2013).

Pour I’'Hydrogen Council regroupant de grands groupes industriels (dont Airbus, Air
Liquide, ENGIE, Total, Shell, Toyota, etc.), I'hydrogeéne est un pilier central de la transition
énergétique nécessaire pour limiter le réchauffement climatique a 2°C. Leur feuille de route pour
'économie de I'hydrogeéne concerne le secteur du transport via les piles a combustibles, le secteur
industriel via 1’alimentation des hauts fourneaux, le secteur du chauffage urbain pour la
production de gaz de ville, et ’amélioration de la résilience des énergies renouvelables
(Hydrogen Council, 2017).

1.2 Purification et stockage de I’hydrogéne

Quel que soit son mode de production, I'hydrogéne contient des impuretés
(eau, CO,, H,S, efc). Pour une utilisation via une pile & combustible, la pureté requise est de
99,99% vol. (Abdalla et al., 2018). Ainsi, une étape de purification de 1’hydrogéne produit est

indispensable, et présente I’intérét de capter le CO, coproduit avant son émission par un véhicule.

Différentes techniques de séparation du CO, sont disponibles. L’absorption de CO, en
phase liquide par des amines et la distillation cryogénique engendrent respectivement des surcofits
liés a la consommation de solvants et 1’énergie nécessaire pour la réfrigération. Le procédé
d’adsorption PSA (Pressure Swing Adsorption) de composés, dont le CO,, est mis en oeuvre sur
des lits d’adsorbants moléculaires par une série de cycles d’adsorption/désorption sélective, selon

la pression des gaz. Le procédé TSA (Temperature Swing Adsorption) est similaire au procédé
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PSA, la séparation est basée sur I’effet de la température sur 1’adsorption des différentes espéces
gazeuses (Dumergues et al., 2014). Les technologies de séparation membranaire présentent des
atouts d’efficacité énergétique, de colit et de faible impact environnemental en comparaison avec
des techniques de séparation conventionnelles. De plus, elles peuvent étre couplées a d’autres
techniques de séparation (cryogénie, PSA) pour améliorer I’efficacité et I’économie des procédés
de séparation (Modigell ef al., 2008). La séparation membranaire met en ceuvre des membranes
métalliques composées de palladium ou d’alliages de palladium, fonctionnant a haute
température/pression, trés peu développées industriellement, ou des membranes polyméres a
pressions et températures faibles, avec cependant des facteurs de séparation moins élevés
(Li et al., 2015).

Le stockage de I'hydrogene est un défi économique et technologique, du fait de sa tres
faible masse molaire, de sa trés basse température de liquéfaction et sa trés faible densité
volumique dans les conditions normales de température et de pression (0,09 kgy,/m’). Il est
possible de stocker I’hydrogéne sous forme gazeuse, sous forme liquide, ou par physisorption
dans des hydrures métalliques permettant d’absorber I’hydrogene a température ambiante et de le
désorber par chauffage du réservoir (Abdalla et al., 2018). Les réservoirs en métal peuvent
supporter une pression de I’ordre de 20-30 MPa, les réservoirs en matériaux composites peuvent
supporter des pressions plus importantes et sont plus résistants aux phénoménes de fragilisation
par l'hydrogeéne mais sont plus cotliteux. Ainsi, le stockage sous forme comprimée est pertinent
pour une utilisation de I’ordre de quelques kilogrammes a dizaines de kilogrammes, ce qui est le
cas de véhicules routiers électriques a piles a combustibles, les PAC nécessitant 1 kgy,/100 km.
Pour des volumes plus important (tonnes ou en dizaines de tonnes), le stockage sous forme liquide
serait préférable, mais les pertes énergétiques sont importantes (40% contre 10% pour un stockage
comprimé). Les hydrures permettent un stockage a densité élevée d’hydrogene, ils apportent par
ailleurs une excellente sécurité, une bonne réversibilité¢ et de faibles cotits d’opérations et de
maintenance (AFHYPAC, 2016).

L’hydrogene est appelé a jouer un réle essentiel dans le mix énergétique de demain ; il
est donc nécessaire que I'impact environnemental de la filiére hydrogene soit réduit,
ce qui implique d’innover a différents niveaux, notamment celui de la production.

1.3 Procédés de production d’hydrogene : intérét des procédés biologique

et de la fermentation obscure

Dés les années 1970, des émanations d'hydrogéne naturel ont été détectées dans les océans,
mais avec des flux modestes et situées a plus de 4000 métres de profondeur. De telles "fuites"
d’hydrogene du sol seraient également détectables dans plusieurs régions du monde mais a
I’heure actuelle, ces flux extrémement diffus ne sont pas récupérables a 1’échelle industrielle
(Delville et Prinzhofer, 2015 ; Passebon, 2016).
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L’hydrogéne fatal, coproduit de procédés électrochimiques de production du chlore est
encore peu valorisé. Par exemple, 10 000 ty,/250 000 tpyc/an (3) sont produites par Solvay

(Tavaux, 39) et seule une petite partie est récupérée et utilisée en interne (Thiery, 2016).

2NaCl + 2H,0(g) - Cl,(g) + H, (g) + 2NaOH (1) (3)

A terme, si la totalité de cet hydrogene est valorisé, il se peut que son utilisation ne couvre
que les besoins industriels et non les applications pour le développement d’une mobilité peu
émettrice de CO, précitées. Ainsi, I’extraction et la conversion de diverses matiéres premiéres est

actuellement nécessaire pour produire de 1’hydrogene.

Alors que 96% des 60 millions de tonnes d’hydrogéne produites annuellement sont
produites par vaporeformage d’hydrocarbures (Boyer, 2012), de nombreuses études sont en cours

pour le développement de procédés alternatifs.
1.3.1 Bilan et comparaison des procédés de production d’hydrogéne

Les différents procédés font appel a des méthodes thermiques, électrochimiques, bio-
¢lectrochimiques ou biologiques et sont caractérisés par différentes matiéres premiéres, besoins
énergétiques et sous-produits émis (tableau 2). Ces éléments impactent la durabilité globale du

procédé. Cette analyse est basée sur le travail de Demirci et Miele (2010).

Tableau 2 : Modes de production d'hydrogéne (adapté de Demirci et Miele, 2010)

Contraintes chimiques Emissions

Méthode Procédé Matiére premiére et énergétiques secondaires
Vaporeformage Meéthane HT, P CO,, CO
Réaction du gaz a I’eau Eau, CO HT CO,

. Oxydation partielle Hydrocarbures HT, P CO,, CO, CH4

Thermique
Reformage autotherme Méthane HT, P CO, CO,
Thermolyse et gazéification Biomasse, charbon HT et P CO,, CO, CH,, C
Dissociation de 1’eau Eau HT, auxiliaires chimiques -
Electrolyse Eau Electricité -

Electrochimique Erlfrcgzzzzi nHu];lzzsi(r)giée a Eau HT et électricité -
Photolyse Eau Energie solaire -

Bioélectrochimique Electrolyse microbienne Eau Electricité -
Biophotolyse directe Eau Energie lumineuse -
Biophotolyse indirecte Eau, CO, Energie lumineuse -

Biologique Réaction du gaz a I’eau Eau, CO CO,
Photo-fermentation Biomasse Energie lumineuse CO,
Fermentation obscure Biomasse CO,

HT = hautes températures, P= pression

NB : les émissions non toxiques et non polluantes ne sont pas indiquées

1.3.1.1 Les matiéres premieres

Pour une production d’hydrogéne pérenne, le substrat de production se doit d’étre

renouvelable, abondant et ne doit pas faire I’objet de conflits d’usages (figure 3). Les émissions
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de gaz a effet de serre doivent étre maitrisées au cours de la production, du transport et du

stockage de I’hydrogéne.

L. &

g * Fossiles = ) =
£ | » Epuisement des ressources o 2] T
2 | - Dépendance & d'autres pays Q| eRessource & * Abondance M -Abon.dance
2 L : = | limitée ¢Renouvelable « Conflits
E » Emission de CO, fossile © g o &
O | * Ressources limitées "(S «Emission de S | *Conflits d'usage usage
e CO, fossile M | «Emissionde CO,
'g * Renouvelables biologique
T | * Biométhane: renouvelable, émission de CO,
biologique

Figure 3 : Comparaison des matiéres premiéres de production d’hydrogéne

Ainsi, I'utilisation de ressources fossiles non renouvelables a 1’échelle du temps de leur
consommation, au prix fluctuant et a I’accés incertain, est pour 1’avenir défavorable a une
production d’hydrogéne énergie. De plus, bien que tous les substrats carbonés soient émetteurs de
CO; lors de leur conversion en hydrogéne, la production de ressources fossiles a lieu sur une
échelle de temps trop longue pour compenser les émissions de CO, liées a son utilisation,
contrairement a la biomasse produite par photosynthése ou d’autres processus biologiques. Ainsi,
I’eau (ressource non carbonée), la biomasse ainsi que le biométhane peuvent répondre de fagon
satisfaisante aux critéres de renouvellement des stocks au rythme de la production d’hydrogene et

de non émission de CO, fossile (Demirci et Miele, 2010).

Une utilisation durable de la biomasse a usage énergétique ne doit pas faire appel au stock
de biomasse (2000 Gt sur terre et 4 Gt dans les océans), mais au flux annuel de sa production
(Megret et al., 2015). Le Grenelle de I’environnement de 2007 définit une hiérarchie des usages
de la biomasse, qui donne priorité a 1’'usage alimentaire (humain et animal), puis aux usages
industriels (y compris matériaux) et en dernier lieu aux usages énergétiques. Notons que la

1 ere

production industrielle des biocarburants de génération a créé une pression sur 1’utilisation des
terres arables et n’est donc plus souhaitable. Les cultures énergétiques sur des terres contaminées
(bioremédiation d’anciennes friches industrielles) ou I’utilisation de végétaux non alimentaires
(déchets agricoles, résidus forestiers, efc.) limiteraient les conflits d’usage, méme si ces ressources
de 2" génération sont parfois utilisées en alimentation animale. Dans ce cas, ’utilisation de la
ressource en eau doit rester minimale. Une 3°™ génération de biocarburants produits a partir
d’algues est également envisagée ; les algues présentant 1’avantage d’étre cultivées a bas coit, de
produire de 1’énergie via la production de biodiesel par transestérification des lipides et d’étre
entierement renouvelables (IFPEN, 2015). Une autre problématique est celle du retour au sol de la
biomasse (ADEME, 2016) En effet, les biomasses utilisées généralement pour 1’épandage

peuvent voir leur teneur en DCO réduite aprés leur valorisation pour la production d’énergie.

L’évaluation des ressources en biomasses est donc nécessaire pour une production
d’hydrogene biosourcée. Sur les 220 Gt de biomasse disponible annuellement dans le monde,

13 Gt pourraient étre utilisables pour la production d’énergie. Le plan d'action national frangais
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pour atteindre les objectifs fixés par la directive 2009/28/CE du 23 avril 2009, imposant aux Etats
membres de I’UE de disposer dans leur bouquet de consommation énergétique d’au moins 20 %
d’énergies renouvelables a I'horizon 2020, prévoit que la biomasse doit fournir I’énergie

nécessaire a la réalisation de plus de la moitié de cet objectif (Megret et al, 2015).
1.3.1.2 Contraintes énergétiques/chimiques et efficacité du procédé

Les procédés thermiques ont un rendement fortement affecté par les températures de travail
nécessaires (800-1000°C). Concernant les procédés électrochimique, I’hydrolyse basée sur
I¢lectricité nucléaire exploite une ressource elle aussi limitée dans un procédé aux
problématiques croissantes (sécurité, gestion des déchets...). En revanche, les sources primaires
d’énergie comme le solaire, 1’éolien, le géothermique ou 1I’hydraulique permettent de produire une
¢électricité renouvelable durable. Cependant, la production d’électricité des éoliennes, panneaux
photovoltaiques n’est pas toujours excédentaire (Bernier, 2014) et les procédés d’électrolyse de
I’eau restent coliteux. La recherche sur les procédés biologiques est trés active car ils sont
majoritairement effectués a des températures basses et a pression ambiante, nécessitant moins
d’énergie que les processus thermochimiques, méme si 1’utilisation d’énergie lumineuse et les

faibles rendements actuels limitent leur développement a grande échelle (Demirci et Miele, 2010).
1.3.1.3 Maitrise des émissions secondaires

L’utilisation énergétique de 1’hydrogéne n’émet localement que de 1’eau ou de la vapeur
d’eau et le CO, émis lors de sa production peut étre capté et valoris¢ (AFHYPAC, 2018).
Néanmoins, 1'émission de gaz a effet de serre est une réalité dans toutes les étapes du schéma de
production d’hydrogéne, de la collecte des matiéres premiéres a la distribution de I’hydrogéne en
passant par les différentes étapes de traitements, de production et d’acheminement. Le

développement de filicres de production décentralisées est donc préconisé (ADEME, 2016).

En complément aux procédés d’électrolyse de l'eau, l'utilisation de la biomasse est
pertinente pour une production durable d’hydrogéene. L'implication de la biomasse
dans le domaine de I'énergie devra se faire de facon raisonnée pour ne pas, dans le cas
d’'une transition accélérée au « tout biomasse », ruiner les bénéfices
environnementaux en termes de durabilité et du caractére renouvelable de son
utilisation. Ainsi, les procédés biologiques, moins énergivores et plus durables que les
procédés thermochimiques, représentent une piste de production intéressante.

1.3.2  Procédés biologiques de production d’hydrogéne.

De nombreux développements restent a effectuer pour 1’industrialisation de ces procédés.
Certains processus nécessitent un apport d’énergie lumineuse (biophotolyse directe et indirecte,
photo-fermentation), d’autres des conditions anaérobies strictes (réaction du gaz a 1’eau,
fermentation obscure). Ils exploitent I’aptitude de micro-organismes (bactéries et microalgues) a

produire de I’hydrogéne au cours de divers processus métaboliques de formation d’énergie et de
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pouvoir réducteur, indispensables a la biosynthése de leurs différents constituants, reposant sur
I’utilisation des électrons générés lors de I’oxydation de diverses molécules organiques ou d’eau,
ou captés de I’énergie solaire. Les processus de production différent selon les organismes, mais
deux enzymes ont un réle clé dans la formation de I’hydrogeéne : les hydrogénases et les

nitrogénases (Ni et al., 2006).

La formation de I’hydrogene moléculaire catalysé par une hydrogénase permet le recyclage
des équivalents réducteurs produits en excés lors du métabolisme fermentaire lors du processus de
digestion anaérobie ou associé a une activité photosynthétique dans des conditions anoxies.

L’enzyme catalyse la réduction de deux protons en hydrogéne moléculaire (4).

2H* +2e” o H, 4
Tres diverses en termes de taille, structure, localisation cellulaire et roles biologiques, les
hydrogénases peuvent étre classées selon la nature des ions métalliques présents dans leur site
actif [FeFe], [Fe] ou [NiFe]. Leur action catalytique est influencée par 1’état d’oxydoréduction des
cellules et par les conditions du milieu (pH, température) (Vignais et Colbeau, 2004). Le CO, I’O,
et une pression partielle trop élevée en H, ont un effet inhibiteur sur les hydrogénases
(Kim et al,, 2011). L’hydrogéne peut également étre est un coproduit de 1’action d’une
nitrogénase, enzyme réalisant la réduction du N, conduisant a la formation de NH; sous des

conditions photo-hétérotrophes (McKinlay et Harwood, 2010).
1.3.2.1 Biophotolyse

La biophotolyse exploite la capacit¢ du systéme photosynthétique des microalgues a
convertir de I’énergie lumineuse en énergie chimique avec de 1’eau (5) (Ni et al., 2006). Les
¢lectrons générés lors de 1’absorption de 1’énergie lumineuse sont utilisés pour réduire le cluster
Fe-S de la ferrédoxine (Fd), petite protéine ubiquitaire (Zanetti et Pandini, 2013). L’oxydation de
la ferrédoxine, catalysée par une hydrogénase ou une nitrogénase, est couplée a la réduction de

deux protons en hydrogéne (6) (Hallenbeck et al., 2002).

énergie lumineuse
H,0 ———  2H, + 0, (5)

2H* + 2Fd,eq © H, + 2Fdoy (6)

Par biophotolyse directe, la production d’hydrogéne ne peut étre continue, a cause de
I’inhibition des hydrogénases par une pression particlle d’oxygéne dépassant 0,1%. La
biophotolyse indirecte permet de lever ce verrou en séparant temporellement la production
d’hydrogene de la photosynthése (Eroglu et Melis, 2011). Ce processus est fondé sur 1’adaptation
du métabolisme de micro-algues ou de cyanobactéries a la variation journaliere d’intensité
lumineuse. Lors de la phase lumineuse, le métabolisme de I’algue est photosynthétique et aboutit

a la production d’oxygéne et a I’assimilation du carbone du dioxyde de carbone (7).

énergie lumineuse

12H2 + 6C02 Rl C6H1206 + 602 (7)
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Durant les périodes sombres, une chaine de transfert d’électrons alternative est mise en
ceuvre et fonctionne jusqu’a ce que 1’oxygene présent dans le milieu soit épuisé. Les métabolites
cellulaires formés lors de la premicre étape sont fermentés et complétement oxydés avec une

coproduction d’hydrogéne et de dioxyde de carbone (8).

CeH,,04 + 12H,0 - 12H, + 6CO, (8)

Malgré les avancées, le processus global n’est toujours pas continu, en effet, lorsqu’il y a
réapparition de lumicre, la croissance redevient photosynthétique et ’hydrogénase est & nouveau
inhibée (Ni et al., 20006).

1.3.2.2 Conversion du gaz a l’eau

Une bactérie photohétérotrophe pourpre (Rubrivivax gelatinosus CBS) a la capacité¢ de
survivre en ’absence de lumiére en couplant I’oxydation de monoxyde de carbone a la réduction
de protons en hydrogéne (9), a pression atmosphérique ou jusqu’a P = 4 atm, a 25°C et en

anaérobiose (Amos ef al., 2004).
CO + H,0 & CO, +H, 9

1.3.2.3 Photo-fermentation

L’utilisation d’énergie lumineuse permet a des bactéries pourpres non sulfato-réductrice
photosynthétiques d’exploiter la totalité des électrons d’un substrat organique (glucides, acides
organiques, etc) pour produire de 1’énergie cellulaire, avec une coproduction d’hydrogene (10)
(Hallenbeck ef al., 2002).

énergie lumineuse

CyHy0, + (2x = 2)H,0 ————— (2x + > — 2)H, +xCO, (10)

L’oxydation du substrat est couplée a la réduction de la ferrédoxine et la production d’ATP.
L’hydrogene est produit via la conversion de 1’azote en ammonium couplée a 1’oxydation de la

ferrédoxine et la consommation d’ATP, catalysée par une nitrogénase (11).

N, + 16ATP + 8e~ + 10H* — 2NHj + 16ADP + 16P, +H, (11)

1.3.2.4 L’électrolyse microbienne

L’électrolyse microbienne est réalisée par des bactéries anaérobies capables de réaliser des
transferts d’électrons au cours de leur métabolisme. L’électrolyse microbienne nécessite deux
¢lectrodes : I’anode sur laquelle des molécules organiques sont oxydées par les bactéries avec
formation de CO, et d’électrons et la cathode, ou I’hydrogéne est produit a partir de protons et des
¢lectrons produits a I’anode. Une membrane peut étre utilisée pour séparer les compartiments de
la cathode et de 1’anode, permettant la production séparée du CO, et de I’hydrogéne
(Pierra, 2013).
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1.3.2.5 Fermentation obscure

La fermentation obscure est le résultat de I’action d’un consortium bactérien en conditions
anaérobies mettant en ceuvre plusieurs étapes de dégradation de molécules organiques
(typiquement des glucides) avec une coproduction d’acides gras volatils et de CO,. Une grande
variété de microorganismes est adaptée a ce processus, les plus étudiées étant des bactéries des
genres Clostridium, Enterobacter et Bacillus. De 1’hydrogeéne est coproduit avec la formation
d’acide acétique (12) et/ou d’acide butyrique (13). L’hydrogéne est issu de la catalyse
enzymatique par une hydrogénase [FeFe] ou [NiFe] de la réduction de deux protons via la
ferrédoxine (Latrille ef al., 2011).

C¢Hy,06 + 2H,0 — 2CH;COOH + 4H, + 2C0, AG' = -215 kJ.molt (12)

C¢H;,06 — CH,CH,CH,00H + 2H, + 2CO, AG’0 = -264 k].mol! (13)

1.3.2.6 Choix de la fermentation obscure pour notre étude

Les paramétres a considérer pour envisager la mise en ceuvre d’un procédé de production
biologique d’hydrogene a grande échelle sont multiples et interconnectés : rentabilité énergétique,
durabilité, contraintes opératoires et insertion dans le paysage énergétique existant. Les atouts du
procédé de fermentation obscure sont multiples. Il présente de bonnes productivités en hydrogene.
C’est également le plus modulable par rapport aux autres bioprocédés : il offre possibilité de
valoriser des déchets organiques de natures trés variées (contrairement a 1’électrolyse), il ne
nécessite pas d’apport d’énergie lumineuse (contrairement aux photo-procédés), il peut étre mis
en ceuvre dans des conditions non stériles (contrairement au procédé de conversion de gaz a
I’eau). De plus, le procédé de conversion du gaz a l’eau, bien que similaire, est applicable
spécifiquement a un procédé industriel producteur de CO pour une capture et une valorisation de

ce gaz.

L’inconvénient majeur du procédé de fermentation obscure est la formation de nombreux
coproduits (acides organiques et alcools), limitant le rendement de fermentation. Thauer (1976)
démontre que théoriquement, le rendement maximal de dégradation de glucose en H, et CO, est

de 12 moly,/molycose s€lon 1’équation (14).

CeHy,04 + 6H,0 — 12H, + 6CO, AG” = -25,9 kJ.mol-! (14)
S’il était possible de catalyser ce processus, plus de 99% de 1’énergie de combustion du

glucose pourrait étre conservée sous forme d’H, selon les équations (15) et (16).

12H, + 60, — 12H,0 AG" = -2846,1 k].mol! (15)

CeH,,0, + 60, - 6CO, + 6H,0 AG = 2872,0 k].mol! (16)

Cependant, le rendement de dégradation de la biomasse par fermentation obscure est limité
par diverses contraintes métaboliques bactériennes compétitrices ou diminuant le potentiel de

production d’hydrogéne. Le rendement maximal théorique de dégradation est alors de
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4 moly/molgyeose. Des rendements proches ont été rapportés dans plusieurs travaux dés les années
1970 (Hungate, 1974) et de nombreuses fois depuis, par des souches en cultures pures ou en co-
cultures, comme décrit dans la revue exhaustive d’Elsharnouby et al. (2013). Le digestat peut
néanmoins étre utilisé comme substrat, en couplage avec d’autres bioprocédés (cf. 1.4.2) pour
exploiter au maximum le potentiel des biomasses. De plus, il est nécessaire de faire appel a
I’utilisation de biomasses non alimentaires et dont les autres modes de valorisation (alimentation,
chimie) sont limités.

La suite de ce chapitre porte sur les possibilités d’insertion du procédé de

fermentation obscure dans une chaine de bioraffinerie. Le choix des substrats de

fermentation et la valorisation des coproduits de fermentation (couplage avec

d’autres bioprocédés, valorisation chimique des coproduits de fermentation) seront
discutés.

1.4 Intégration de la fermentation obscure dans une bioraffinerie

Inspirée des raffineries conventionnelles de produits pétroliers, une bioraffinerie est un
réseau industriel intégrant des procédés de conversion de biomasses pour obtenir des matériaux,
des composés chimiques, de 1’énergie, de la chaleur, et fournir dans certains cas une alimentation
humaine et animale. Chaque composant de la ressource est extrait et valorisé par des procédés
thermiques, physiques, chimiques ou biologiques. Ces systeémes visent a maximiser la valeur des
produits obtenus, valoriser intégralement différentes biomasses, réduire les émissions de gaz a
effet de serre et stimuler le développement régional et rural (Moncada et al., 2016;
Bauer et al, 2017). Le substrat représenterait, selon son origine, entre 40 et 60% du colt

opératoire total (Parajuli et al., 2015).
1.4.1 Utilisation de déchets organiques comme substrat
1.4.1.1 Méthodes de traitement conventionnelles et développements en cours

On observe des inégalités de gestion des déchets organiques selon le développement des
différentes régions mondiales. Dans les pays de 1’Union Européenne, les pratiques actuelles
incluent I’épandage, le compostage et des procédés de traitements biologiques, dont la digestion
anaérobie. Le développement de chaines de bioraffineries utilisant les déchets comme substrats
est en cours pour la production de bioproduits a haute valeur ajoutée (molécules plateformes
biosourcées, polyméres) et par conséquent, les substrats potentiels de production d’hydrogéne par
fermentation obscure seraient des ressources peu ou non valorisées (Maina et al., 2017). Dans les
pays en voie de développement, la gestion des déchets est limitée par de faibles budgets pour la

mise en place d’infrastructures adaptées et I’entretien des installations existantes.

L’introduction de bioraffineries de déchets organiques, notamment de production

d’hydrogene par fermentation obscure, permettrait d’alléger la surcharge sociétale, économique et
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environnementale causée par les pratiques actuelles de gestion des déchets, et de proposer une
solution durable a la demande énergétique croissante, avec la création de nouveaux emplois, et en

limitant I’impact environnemental des activités humaines (Nizami et al., 2018).

En France, une étude de ’ADEME (2016b) énonce plusieurs principes de valorisation des
déchets organiques. La prévention de la production du déchet reste prioritaire. Si la production du

déchet ne peut étre évitée, les principes suivants sont préconisés :

- proximit¢ du lieu de stockage et du lieu de traitement du déchet avec 1’implication des

producteurs, valorisation avec des débouchés locaux ;

- complémentarité a la fois des déchets produits sur le territoire en termes de traitement (vis-a-vis
de P’aptitude au compostage et/ou a la méthanisation) et des différentes solutions de gestion

(autonome, semi-collective, centralisée), avec la concertation des multiples acteurs concernés.
1.4.1.2 Ressources potentielles pour le procédé de fermentation obscure

Une classification des gisements de déchets organiques potentiels en France pour la

fermentation obscure en fonction de leur origine est présentée dans le tableau 3.

Tableau 3: Classification des gisements de biomasses en fonction de leur provenance
(adapté de Megret et al, 2015)

Filiére Gisements de biomasse

) - résidus secs de culture (pailles et tiges de céréales, tourteaux)
Agriculture . . . i L .
- résidus humides agricoles et d’¢levage (fumier, lisier, ensilage d’herbe)

- résidus de premiére et deuxiéme transformation (écorces, chutes, rebus, copeaux, etc.)

Sylviculture - branchages

- taillis a courte ou trés courte rotation
Cultures énergétiques - herbacées
- autres cultures agricoles (mais, etc.)

- industrie agroalimentaire (résidus de production, déchets restauration, effluents, déchets de
grandes et moyennes surfaces)

Déchets industriels - autres industries (papier, textile, boues de stations d’épuration (STEP))

et urbains
- urbains (biodéchets (de déchets ménagers triés), combustibles solides de récupération de
déchets ménagers triés
Aquatique - micro et macro algues
Déchets issus - déchets issus de la production de biocarburants (glycérol, tourteaux d’algues déshuilés, de
d’autres bioprocédés coton)

De nombreuses biomasses ont été testées et recensées de manic¢re exhaustive par
Ghimire et al. (2015) pour la production d’hydrogéne par fermentation obscure : résidus
d’agriculture (déchets lignocellulosiques, lisiers d’élevage), déchets organiques industriels

(notamment issus de I’industrie agroalimentaire), fraction organique des déchets municipaux.

Pour leur abondance et leur richesse en matieres métabolisables, nous nous
intéresserons par la suite aux déchets agricoles et issus d’'industries agroalimentaires.
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¢ Potentiel d’utilisation des déchets issus des industries agroalimentaires

o Les gisements

Les données de cette partie sont issues du rapport RESEDA (2017).

L’ensemble des flux des industries agroalimentaires autres que ceux destinés a
I’alimentation humaine en premicre intention sont des substrats potentiels pour la production
d’hydrogéne par fermentation obscure. Il s’agit de denrées alimentaires produites pour
I’alimentation humaines mais écartées pour des raisons pratiques ou logistiques, des coproduits
végétaux et animaux, d’écarts de tri, de fabrication et de transformation et des eaux résiduaires.
L’intérét de ces ressources est qu’elles sont complémentaires plutdét que concurrentes de la
production alimentaire. De plus, elles ne nécessitent pas d’apports en eau et produits

phytosanitaires supplémentaires aux apports nécessaires a la culture principale.

En 2016, 12,1 millions de tonnes de matiéres séches de déchets et coproduits
agroalimentaires ont été produites, réparties selon les différents secteurs de ’industrie (figure 4).
Les productions majoritaires sont celles des secteurs des oléo-protéagineux (29%), de la sucrerie
(14%) et de I’amidonnerie/féculerie (13%). 9,3 millions de tonnes de maticres séches ont été
valorisées, dont 76 % en alimentation animale, majoritairement d’animaux de rentes, 15% en
matieres premicres de I’industrie et seulement 2% pour la production d’énergie (figure 4b). Pour
la majorité des secteurs, le volume de coproduits est resté globalement stable depuis 2007 ; les
évolutions observées sont principalement dues a des variations de marché, c’est-a-dire liées a une
variation du volume de maticéres premicres mises en ceuvre. Trois secteurs ont vu leurs volumes
de coproduits augmenter de manicre significative depuis 2007 : la brasserie (+80% entre 2007 et
2016), la distillerie (+2991 %) et la filiere oléagineux (+88%). Ceci s’explique par une
augmentation significative du nombre de microbrasseries pour le secteur de la brasserie. Pour les
filicres de la distillerie et des oléo-protéagineux, 1’augmentation est liée au fait que les produits
peuvent étre incorporés dans la fabrication de biocarburants, ce qui est encouragé par les
politiques publiques. Ceci a entrainé une augmentation des matiéres mises en ceuvre et de plus

grands volumes disponibles pour 1’alimentation animale.

30



Brasserie

Malterie

0.5%\

Oléo-protéagineux
29 %

Chapitre I - Synthese bibliographique

Semoulerie de blé dur et
pates alimentaires séches
1%

Semoulerie de mais

1%
/ Vin

7%

Industrie
laitiére
8%

Industrie de la viande

et de la transformation
des produits de la péche
et de l'aquaculture

8%
Meunerie
9%
Sucrerie
b Distillerie
9 %
Amidonnerie
{ féculerie
13 %
u Autres 1%
Valorisation énergétique\
2% ™
isati i Industrie de la nutrition
Valorisation ag'onumng:: \ Industrie de (2 nutrition o
~ Valorisation en
alimentation
animale
Matiéres premiéres 76%
de lindustrie
15%

Direct élevage 12 %
Industrie de la nutrition
des animaux de C* 4 %

Figure 4 : Répartition des déchets et coproduits agroalimentaires (a) et voies de valorisation (b)
(en % de tonne de matiéres séches) en 2016 (RESEDA, 2017)

Autrement dit, 2,8 millions de tonnes de matiéres séches seraient disponibles pour la

fermentation obscure sans entrer en compétition avec une filiere de valorisation existante.

Néanmoins, le prélévement de ces résidus pour une production énergétique ne serait pas neutre

d’un point de vue environnemental, il pourrait empécher le retour au sol des composés organiques

qui les constituent, essentiels au maintien de la qualité et de la viabilit¢ des sols. De facon

générale, un équilibre doit étre trouvé entre le prélévement de la biomasse et sa restitution aux

sols.

Notre étude porte sur l'évaluation du potentiel de déchets agroalimentaires. Des
entretiens avec des industriels de différents secteurs du Bas-Rhin ont été menées afin
d’identifier des déchets organiques disponibles pour une valorisation énergétique
déclinable a différentes échelles. Ces différentes biomasses sont présentées ci-apres.
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o Les déchets organiques de la filiére vitivinicole

En 2015, la filiére vitivinicole a produit en France 46,8 millions d’hectolitres de vin. Cette
production se répartit de la maniere suivante : 40 % de vins rouges, 15 % de vins rosés, 25 % de

vins blancs et 20 % de Cognac-Armagnac (Ministére de I'Action et des Comptes publics, 2017).

La figure 5 présente le procédé de production du vin blanc. Aprés leur récolte a maturation,
les grappes de raisin sont pressées, ce qui permet de séparer les marcs du mofit trouble. Une étape
de décantation, ou débourbage, permet de séparer par gravité les particules en suspension du
mot, les bourbes, pouvant étre éventuellement pressées par un systéme de filtre presse afin d’en
extraire un maximum de mott clair. Le mofit clair est ensuite fermenté, ce qui permet de produire
le vin blanc qui sera ensuite clarifié, stabilisé, filtré et mis en bouteille. Les marcs de raisin
représentent 27% du rendement moyen du vignoble frangais de 7000 kg/ha environ.
Environ 850 000 tonnes de marcs de raisin et 1,4 millions d’hectolitres de lies de vin et de

bourbes sont collectés dans les 50 distilleries frangaises (IFV, 2013).

Marcs de raisin

Raisin ﬁ[ Pressage ]ﬁ " Débourbage l—
jou

Eauxderingage Bourbes des modts
A 4

Clarification . "
> Fermentation |=—> Vin

Filtre presse
Lies

Gateau

Figure 5 : Procédé de production du vin blanc (adapté de Francois-Lopez, 2016)

La distillerie est la voie de valorisation actuellement majoritaire des marcs de raisin. Les
autres possibilités sont le traitement dans des unités de méthanisation ou par compostage, I’acide
tartrique étant récupéré dans les distilleries produisant de I’eau de vie de marcs et du bioéthanol
(IFV, 2013). Cependant, de nombreuses pistes de valorisation sont étudiées : utilisation comme
substrat de fermentation pour la production de bioéthanol, extraction de composés

chimiques (composés phénoliques, antioxydants, acides organiques, efc.) (Muhlack et al., 2018).

o Les déchets organiques issus de malteries

Le volume d’exportation du malt francais était de 1,2 millions de tonnes en 2013, ce qui
représente 30% des volumes mondiaux d’exportation (FAOSTAT, 2017). La bicre est produite a
partir d’eau, de malt d’orge, de houblon et de levures. Le maltage de I’orge, réalisé en malterie, a
pour but d’augmenter la friabilité du grain d’orge, permettant une meilleure hydratation au
moment du brassage, la synthése d’enzymes nécessaires au brassage (o amylases), 1’aromatisation
et la coloration des grains d’orge lors du touraillage (Faiveley, 2010). Le procédé de production

du malt est présenté sur la figure 6.

32



Chapitre I - Synthese bibliographique
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Figure 6 : Procédé de production du malt (d'apreés Société MALTEUROP (2000) et une source industrielle)

Les radicelles d’orge sont un coproduit important de cette filiere, dont une partie est
valorisée en alimentation animale mais une autre partie, humide, ne peut étre valorisée pour cette
voie (source industrielle). A notre connaissance, aucune étude ne concerne la valorisation de ce

co-produit, hors alimentation animale pour les radicelles d’orge séches.

o Les déchets organiques issus de brasseries

La France est le 8™ pays producteur de biére en Europe, avec 16 413 hectolitres produits
en moyenne entre 2010 et 2014 (The Brewers of Europe, 2016). Le procédé de fabrication de la
bicre (figure 7), ou brassage, est dépendant de la taille de ’entreprise. Le malt d’orge est broyé
grossiérement puis mélangé avec de I’eau chaude pour produire le mott. Aprés refroidissement,
les particules solides sont séparées par filtration du motit, qui est porté a €bullition puis fermenté
par des levures. Aprés décantation, les levures épuisées sont séparées de la biére qui subit une
seconde fermentation lors du stockage ou garde. Certains brasseurs filtrent la biére a nouveau
aprés 1’étape de garde. Différents ¢éléments de filtration peuvent étre utilisés (membranes de
cellulose, terres de diatomées, perlite, charbon actif) (Dos Santos Mathias, 2014). Le produit fini
est ensuite mis en bouteille et éventuellement pasteurisé, afin d’éliminer les levures restantes ainsi
que d’autres microorganismes de dégradation (Olajire et al., 2012) .

Eaux résiduaires

\

Concassage —)| Empatage —)l Filtration —)| Ebullition —) Fermentation —)l Filtration —) Garde [—> Biére

! S

Dréches, farines Décantation Kieselguhr

|

Levures
Figure 7 : Procédé de production de biére (adapté de Faiveley, 2010)

Les déchets comprennent les dréches, le motit trouble, les levures épuisées, le mélange de
terre de diatomées et de résidus de filtration. Les dréches (14 a 20 kg/hLy;.) correspondent a
'ensemble des éléments non solubles qui restent aprés fermentation et transformation de I'amidon
des grains en alcool. Lors de I’ébullition, la perte d’azote du mofit est a 1’origine de la formation
d’un précipité, le trouble (0,2 a 0,4 kg/hLyi.). Lors du brassage, les levures (1,5 a 3 kg/hLyisre)

sont récoltées par décantation a la fin de la fermentation et de la mise en bouteille. Les terres de
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diatomées (0,1 a 0,2 kg/Ly.) ayant servi a filtrer la biére et non régénérées constituent également
une catégorie riche en solides et DCO. Les dréches peuvent étre vendues en tant que coproduits
pour I’alimentation animale. Seule une partie des levures peut étre réutilisée pour une nouvelle
fermentation ; ’excédent peut étre utilisé en alimentation animale en tant que complément
nutritionnel. Différentes méthodes de régénération des terres de diatomées ont été développées
(traitement chimique, calcination), mais actuellement, aucune n’est capable de remplacer
totalement leur renouvellement (Dos Santos Mathias, 2014 ; Goldammer, 2008). Les eaux de
ringage, récoltées a différentes étapes du procédé, sont mélangées avant d’étre traitées par
digestion aérobie en station d’épuration, parfois installée sur le site de l'usine (source

industrielle).

De nombreuses pistes de valorisation sont envisagées pour les dreches: production
d’ingrédients fonctionnels riches en acide hydroxycinnamique (Mc Carthy et al, 2013) ou
protéines et arabinoxylanes (Viera et al., 2014) et matériaux biosourcés (additifs a des panneaux
d’isolation en bois) (Klimek et al., 2017). L’étude de Bando ef al. (2013) montre la faisabilité de
production d’hydrogeéne en utilisant des dréches comme substrat avec un rendement maximal en
hydrogene obtenu de 29,3 mLyy/maticre seche- L €tude de Chen et al. (2016) rapporte le traitement
en digestion anaérobie des eaux résiduaires, avec un rendement en biogaz 530 = 15 L/kgpco a
35°C. Cui et al. (2009) montrent que cette biomasse est utilisée pour la production d’hydrogéne

avec un rendement de 53L/Kgaticre seche-

o Les déchets organiques issus de la torréfaction du café vert

En 2016, la production mondiale de café vert marchand était de 9,2 millions de tonnes,
avec une production majoritaire en Amérique (56 %), Asie (31 %) et Afrique (12 %). Entre 2009
et 2013, la France importait en moyenne 251631 t de café vert (FAOSTAT, 2018), ce qui la place
dans le top 10 des pays importateurs de café vert dans le monde. Le café est produit a partir de la
cerise de café, fruit du caféier. Apres récolte, les premieres transformations sur la cerise de café
visent a la sécher pour sa conservation. Le grain de café est ensuite extrait de ses dernieres
enveloppes (coques, parche) et les grains de mauvaise qualité sont éliminés. Le café vert
marchand obtenu, entouré d’une fine enveloppe extérieure (la pellicule argentée) n’est quasiment
jamais torréfié dans les pays de production (Barrel, 2008). La torréfaction (figure 8) vise a former
et a révéler les aromes du café. La pellicule argentée représente environ 4,2% du poids du grain
de café (Ballesteros et al., 2014), 1 t de pellicule argentée est produite pour 100-120 t de café

torréfié (Alves et al., 2017 ; source industrielle).

Grains . . ) .
decafévert ——21 Torréfaction 3  Café torréfié

|

Pellicules
argentées

Figure 8 : Schéma simplifié de la torréfaction du café vert (d'aprés Barrel, 2008)
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Réalisée dans des appareils a tambour rotatif horizontaux ou, dans 1’industrie, dans des
systémes en continu sous air chaud pulsé, la torréfaction est a ’origine du brunissement des
grains, di aux réactions de Maillard, de leur gonflement de 60 a 80 % par création de pores et de
cavités résultant des phénomenes de dégazage, et d’une perte de poids de 15 a 20 % causée par le
départ de I’eau et du CO, (Barrel, 2008). Ainsi, lors de cette étape, la pellicule argentée se détache
du grain. Il s’agit du coproduit principal de la torréfaction, qui doit obligatoirement étre collecté.
Les pellicules argentées sont relativement stables grace a leur faible taux d’humidité
(Costa et al., 2017).

Actuellement utilisées comme combustible, ingrédient de compost, fertilisant du sol, divers
travaux récents ont envisagé son potentiel comme ingrédient fonctionnel pour I’industrie
agroalimentaire (Ates et al., 2018), source de composés bioactifs (Fernandez-Gomez et al., 2016 ;
Iriondo Dehond et al, 2017), pour la production de bioéthanol (Mussatto et al., 2012),
de matériaux (Sung et al, 2017), de substrat de production de biohuile par pyrolyse
(Dos Santos Polidoro ef al., 2018).

Il existe suivant les coproduits identifiés dans cette étude des voies de valorisation
diversifiées. Parmi ces déchets, certains sont déja connus pour leur potentiel en
valorisation énergétique (biomasses vitivinicoles) pour le reste, cette approche est
innovante et leur intérét est encore a démontrer.

1.4.2  Couplages de la fermentation obscure avec d’autres procédés et valorisation des

coproduits de fermentation

Le digestat d’un bioréacteur de production d’hydrogene par fermentation obscure est riche
en acides organiques ainsi qu’en particules solides (selon la nature de la biomasse de départ), qui
peuvent servir de substrat pour d’autres procédés (figure 9), permettant de convertir les produits
finaux de fermentation en hydrogéne ou d’autres formes d’énergiec (CH,, électricité)
(Hawkes et al., 2007). 1l s’agit d’une piste a privilégier pour le développement de pilotes de
fermentation (cf'3.4.4).

Valorisation
Hythane®
Det_:hets - Pretraitement Fermentation Méthanation
organiques obscure 1
: Vecteurénergétique
\L — Production de microalgues
| Digestat
‘9 Production de polyhydroxyalcanoates (PHA)
Séparation |
\:/ , - -
Acides organiqueset ~[——> Méthanisation -------- > CH,+CO,
solvants biosourcés
——> Photofermentation---> H,+ CO,
|5 Pileacombustible 4 0cyicite
microbienne
L Electrolyse __________; > H,+CO
microbienne 2 2

Figure 9 : Possibilités de couplage du procédé de fermentation obscure avec divers procédés
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Le couplage de la fermentation obscure (FO) avec les procédés de méthanisation ou
digestion anaérobie (DA), de photofermentation (PF) et d’électrolyse microbienne sont les plus
étudiés (Guwy et al., 2011). Le couplage de trois procédés FO/PF/DA a été également étudié
(Ding et al., 2017). Notons qu’il est possible d’optimiser les différentes étapes séparément.
L’intérét du couplage est d’améliorer le rendement de conversion du substrat et d’abaisser la DCO
de la biomasse. Cependant, les différences de pH opératoires, I’accumulation d’inhibiteurs de la
PF ou de la DA lors de la fermentation obscure (NHF notamment) représentent des verrous au
couplage (Bundhoo et al., 2015 ; Ghimire et al., 2015, Guwy et al., 2011). L’utilisation du
digestat présente également du potentiel pour la production de microalgues (Turon et al., 2016).
Des brevets pour la production de molécules a hautes valeurs ajoutée (polyhydroxyalcanoates,
hydrocarbures) a partir de précurseurs obtenus par fermentation anaérobie ont été déposés
(Nouaille et al., 2015 ; Dupré et Rodriguez, 2013). Il est également possible d‘utiliser ’hydrogéne
comme substrat de biométhanation. De fagon plus anecdotique, Spasiano et al. (2018) ont proposé

d’utiliser la fermentation obscure comme prétraitement de déchets amiantés.

Les diverses molécules solubles coproduites lors du procédé de fermentation obscure :
acides gras volatils (acétate, butyrate, succinate, etc) et solvants (éthanol principalement) sont
aujourd’hui produites essentiellement par voie chimique, pour de nombreuses applications
(molécules plateformes de 1’industrie pharmaceutique, cosmétique, additifs de I’industrie agro-
alimentaire). Leur production par une voie biologique valorisant des déchets organiques serait
plus durable (Luo et al., 2018, Zhou et al., 2018), mais I’absence de procédés matures de
séparation des mélanges d’acides développés a grande échelle est un frein majeur. Les pistes
envisagées concernent l’utilisation de procédés d’adsorption (Rebecchi et al, 2016) ou
d’¢électrodialyse (Jones et al., 2015). L’utilisation de configurations de réacteurs de séparation
membranaire liquide/liquide permettant leur préconcentration est également une voie envisagée
(cf3.3.2.3) (Trad et al., 2015).

Le CO, est un coproduit important du procédé de fermentation obscure qu’il est nécessaire
de capter pour limiter 1’effet de serre. Ses propriétés intrinséques (gaz dense, liquéfaction au dela
de 55 bar a 25°C) rendent son transport ais¢ dans des pipelines. Il peut étre stocké par injection
dans le sous-sol géologique pendant des durées importantes, dans I’océan a plus de 3000 m de
profondeur sous forme de nappes liquides, dans des gisements de pétrole et de gaz épuisé ou en
exploitation, dans des veines de houille non exploitées et dans des aquiféres salins profonds
(AFHYPAC, 2016). En outre, la valorisation du CO, est envisagée dans plusieurs domaines :
chimie (synthése de molécules plateformes), énergie (synthése de molécules a valeur

énergétique), pharmacie et agroalimentaire (Dumergues et al., 2014).

Les possibilités de couplage du procédé de fermentation obscure avec d’autres
procédés sont multiples. Ainsi, la fermentation obscure pourrait s'insérer en amont de
divers procédés de bioraffineries, permettant un premier traitement de déchets
organiques variés industriels et municipaux, de facon localisée. La suite de ce chapitre
présente les notions de biochimie et de microbiologie du processus de fermentation
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obscure, puis les modes de mise en ceuvre du procédé (verrous et voies
d’‘amélioration).

2 Biochimie et microbiologie de la fermentation obscure

Au cours de la fermentation bactérienne, deux protons peuvent étre réduits pour former de
I’hydrogéne moléculaire. Les microorganismes actifs en fermentation obscure et les voies
métaboliques de formation d’hydrogéne (de 1’assimilation du substrat a I’excrétion des produits
finaux de fermentation) seront présentés, ainsi que les processus concurrents a la formation

d’hydrogeéne et non souhaitables dans un bioréacteur de fermentation obscure.
2.1  Les microorganismes de la fermentation obscure

2.1.1 Les acteurs microbiens de la fermentation obscure

2.1.1.1 La fermentation obscure, une étape de la digestion microbienne anaérobie de la matiere

organique

La production d’hydrogéne par fermentation obscure fait partie de la digestion anaérobie,
processus microbien symbiotique de dégradation de la matiére organique aboutissant a la
production de biogaz en quatre étapes : hydrolyse, acidogenése, acétogenese et méthanogenése
(figure 10).

Matiére organique
(biomasse, déchets solides, effluents)

i
i Bactéries hydrolytiques E Hydrolyse
H
|
\\ Sucres simples _j
\( i Bactéries lactiques
Bactéries |
acidogenes
Acides gras volatils
acétate, bl.ltyrate ........ . .....................
- Acétone,
COz+Hy | > acétate | " Butanol,
‘._I _.. Ethanol, H
Bactéries homoacétogénes Propionate,... |
Autres métabolismes
bactériens
S0,72 Bactéries
NO5T sulfato-et .
nitrate Archaebactéries
réductrices méthanogénes
RS, L S

€7Co,4CH, ¥

Figure 10 : Voies générales de dégradation de la matiére organique en conditions anaérobies
(d’aprés Trably et al., 2018)
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Les macromolécules complexes (polysaccharides, protéines et lipides), non assimilables
sous cette forme par les microorganismes, sont tout d’abord hydrolysés en monomeres solubles
(monosaccharides, acides aminés, bases azotées, acides gras) par des enzymes extracellulaires
sécrétées par des bactéries hydrolytiques ou des champignons. Plus la matiére est complexe, plus
cette étape est longue et limitante. Ensuite, les monoméres obtenus sont transportés a I’ intérieur
des cellules microbiennes et oxydés en divers produits métaboliques (acides organiques, alcools)
et dioxyde de carbone par des microorganismes fermentaires, avec une coproduction d’hydrogeéne
sous certaines conditions. Ensuite, tous les composés des étapes précédentes sont oxydés pour
former de 1’acétate et du CO,. Ces réactions, endergoniques, sont réalisées grace la consommation
de I’hydrogene par des microorganismes syntrophes (homoacétogénes, méthanogenes, bactéries
sulfato- et nitrato-réductrices). L’acétate, ’hydrogene et le CO, sont ensuite transformés en

méthane par des archées (Latrille et al., 2011 ; Trably et al., 2018).
2.1.1.2 Ecosystemes microbiens de la fermentation obscure

Elsharnouby ef al. (2013) ont compulsé les résultats de 195 études évaluant le potentiel de
production d’hydrogéne de différentes souches en culture pure. Les espéces productrices
d’hydrogene incluent des bactéries anaérobies strictes et anaérobies facultatives. Elles sont
mésophiles ou thermophiles et se développent a pH neutres ou acides. Les organismes étudiés
appartiennent majoritairement aux phyla Firmicutes (Caldocellulosiruptor saccharolyticus,
Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium butyricum, Clostridium
thermocellum, Clostridium tyrobutyricum, Ethanoligenens harbinense, Thermoanaerobacter
mathranii, Thermoanaerobacterium saccharobutylicum) et Proteobacteria (Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, FEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pantoea
agglomerans) et Thermotagae (Thermotaga neapolitana). Les rendements de production
d’hydrogene sont variables selon les conditions de culture, mais plusieurs études font état de
rendements supérieurs a 3,5 moly/molje s, €n utilisant des souches de Caldocellulosiruptor
saccharolyticus et de Thermotaga neapolitana. Pour les Firmicutes, les rendements varient

généralement entre 1,5 et 2,8 moly/molexose.

D’autres especes, productrices ou non d’hydrogéne, ont une action synergique avec les
principaux producteurs d’hydrogéne. Les bactéries anaérobies facultatives (Enterobacter sp.)
épuisent 1’0, du milieu réactionnel et favorisant le développement des anaérobes stricts
(Clostridium sp.). Certaines bactéries anaérobies hydrolytiques (Bacillus sp., Enterococcus sp.,
Ruminococcus sp.) produisent des enzymes extracellulaires dégradant la biomasse. D’autres
especes favorisent 1’agrégation cellulaire (Streptococcus sp., Ethanoligenens sp.) (Cabrol et al.,
2017).

Afin de maximiser les performances de production d’hydrogéne, des co-cultures de deux ou

trois souches ayant une action synergique peuvent étre mises en ccuvre, généralement de forts
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producteurs strictement anacrobies avec des bactéries ayant diverses fonctions auxiliaires
(Elsharnouby et al., 2013).

Cependant, une part importante des tests de fermentation obscure met en ceuvre des
cultures mixtes, c’est-a-dire une culture bactérienne dont la composition initiale ou en cours de
fermentation n’est pas forcément connue et évolue selon la pression de sélection exercée par les
conditions de fermentation (Cabrol ef al., 2017). L’objectif de ces procédés est de sélectionner les
especes productrices et de limiter le développement de microorganismes compétiteurs ou
consommateurs d’hydrogéne. Ainsi, alors que I’inoculum initial contient une diversité importante
d’espéces bactériennes, la diversité diminue au cours de la fermentation (Jung et al., 2011). Les
consortia bactériens de 20 différents réacteurs de laboratoire ont été comparés par Etchebehere et
al. (2016), montrant que les inocula, les réacteurs et le substrat jouent un réle sur la composition
du consortium. Le phylum Firmicutes prédomine dans la plupart des échantillons, cependant le
phylum Thermotagae ou Proteobacteria étaient parfois majoritaires. Trois groupes physiologiques
ont ét¢ détectés : des producteurs d’hydrogene (Clostridium, Kosmotoga, Enterobacter), les
fermenteurs avec des rendements faibles en hydrogeéne (essentiellement Veillonelaceae) et des

compétiteurs (Lactobacillus).

Les bactéries productrices d’acide lactique sont les principaux compétiteurs détectés dans
les bioréacteurs ; elles diminuent la production d’hydrogéne via la compétition pour le substrat et
I’inhibition causée par la production des quantités d’acide lactique, par de faibles pH et par la

production de peptides antimicrobiens (bactériocines) (Noike ef al., 2002).

Les archées méthanogénes et des bactéries sulfato- et nitrato-réductrices consomment

I’hydrogéne produit par fermentation et leur présence doit étre évitée.

Les modes de mise en ceuvre et de contréle de la biomasse bactérienne seront détaillés
paragraphe 3. Deux propriétés des bactéries exploitées par certaines études de mise
en ceuvre de la fermentation obscure sont présentées : la sporulation et la formation
de biofilm.

2.1.2  Propriétés utiles pour la fermentation obscure : sporulation et organisation en biofilm
2.1.2.1 Sporulation

En période de croissance, les cellules bactériennes se divisent et se multiplient, produisant
des acides, du CO, et de I’hydrogeéne. En réponse & des signaux encore peu connus, le
métabolisme cellulaire est modifié et il y a formation d’endospores, formes dormantes résistantes
a des conditions environnementales extrémes. Par la suite, les endospores germent pour former de

nouvelles cellules végétatives (figure 11) (Cabrol et al., 2017).
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vegetative cell of C. acetobutylicum
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multiplying cells of C. acetobutylicum

endospore of C. acetobutylicum,
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production of solvents
or toxins
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production of acids,
H,, CO,

"clostridial form" of C. acetobutylicum

dividing cells of C. acetobutylicum

Figure 11 : Exemple de cycle de sporulation : Clostridium acetobutylicum (Diirre, 2014)

Cette propriété est utilisée pour éliminer les especes méthanogenes et lactiques non

sporulantes par divers prétraitements, notamment thermiques (cf §3.2.1.2).
2.1.2.2 Organisation sous forme de biofilm

Un biofilm est une structure complexe, organisée et auto régénérée de cellules
microbiennes agglomérées dans une matrice de polymeres extracellulaires, qu’elles produisent
elles-mémes. Un biofilm peut étre immobilisé sur un support ou sous forme de flocs et agrégats
(Madigan et al., 2012). La figure 12 présente les différentes étapes de formation d’un biofilm. La
premiére étape est 1’adhésion bactérienne initiale a un support. Cette adhésion peut &tre réversible
ou irréversible. Ensuite, les bactéries se multiplient et sont enchéssées dans la matrice qu’elles
synthétisent, le biofilm vieillit et sa structure change. Les biofilms bactériens sont largement
répandus et jouent des roles importants dans de nombreux environnements (Pantaléon et al.,
2014 ; Madigan et al., 2012).

Attachement Colonisation Développement
(adhésion de quelques (communication intercellulaire, (croissance et production de
cellules a une surface croissance et formation de polysaccharides accrues)
solide) polysaccharides)

Figure 12 : Formation d'un biofilm (Madigan et al., 2012)
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Les microorganismes se développant dans des biofilms bénéficient d’une coopération
métabolique, d’une spécialisation, ainsi que d’un niveau élevé d’organisation structurelle entre les
cellules voisines, et sont en général moins sensibles a des substances toxiques et/ou produits de

leur métabolisme (Halan et al., 2012).

Plusieurs paramétres peuvent affecter la formation de biofilms : la nature et la forme du
support, la disponibilité en substrat, les conditions hydrodynamiques (Barca et al., 2015). Les
principaux facteurs gouvernant 1’adhésion des cellules & un support incluent : la charge de surface
de la cellule, la nature ionique de la matrice, des forces électrostatiques type Van der Waals, les

interactions ioniques, hydrophiles et hydrophobes (Kumar et al., 2016).

En I’absence d’une surface solide et sous certaines conditions, les cellules microbiennes
peuvent adhérer les unes aux autres et former de larges et denses particules de biofilm

autosupportées (granules) (Zhang et al., 2007) (figure 13).

Figure 13 : Micrographies MEB de la structure poreuse de bioparticules productrices d'hydrogéne (a)

et morphologie bactériennede la surface (b) (adapté de Zhang et al., 2007)

Ainsi, plusieurs éléments caractéristiques des écosystémes microbiens peuvent étre
exploités pour la mise en ceuvre du procédé de fermentation obscure. Nous avons
relevé que les bactéries productrices d’hydrogéne incluent des anaérobes sporulants
(Clostridium sp.), producteurs « conventionnels» majoritaires, des anaérobes
facultatifs non sporulants, producteurs auxiliaires. La sporulation et la formation de
biofilms sont deux propriétés utiles. Les écosystéemes sont riches en interactions, a la
fois positives (épuisement de l'oxygéne, régulation du pH, hydrolyse du substrat,
agrégation cellulaire) et négatives (présence d’organismes consommant I’hydrogéne,
compétition et inhibition).

2.2 Métabolisme énergétique, fermentations et production d’hydrogéne

Deux grands processus antagonistes caractérisent le métabolisme cellulaire chez les
microorganismes assimilant de 1’énergie de substrats organiques (chimioorganotrophes): le
catabolisme et I’anabolisme. Le catabolisme est un ensemble de réactions d’oxydoréduction

dégradant la matiere organique pour produire de I’énergie chimique directement utilisable pour le
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fonctionnement des processus anaboliques de biosynthése de matériel cellulaire
(Madigan et al., 2012). La production bactérienne d’hydrogéne a lieu au cours du catabolisme

oxydatif cellulaire (Hallenbeck et Benemann, 2002).
2.2.1  Molécules clés du catabolisme oxydatif en lien avec la formation d’hydrogéne
2.2.1.1 Les transporteurs d’électrons (Jones et Wood, 1986 ;Madigan et al., 2012).

Les réactions métaboliques d’oxydoréduction entre des donneurs et des accepteurs
d’électrons chimiquement différents sont réalisées par I’intermédiaire de diverses molécules, dont
le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NAD), son homologue pourvu d’un groupement
phosphate supplémentaire (NADP), la flavine adénine dinucléotide (FAD), la ferrédoxine (Fd), la
rubrédoxine, etc. La ferrédoxine est une protéine de faible poids moléculaire ayant un noyau Fe-S
qui peut donner et accepter des électrons a un tres faible potentiel (-410 mV). Présent en quantité
limitée car constamment recyclé, le couple NAD/NADH est utilisé dans les réactions du

catabolisme et le couple NADP/NADPH est utilisé dans les réactions de biosynthése.

Ces ¢éléments fournissent des électrons pour I’oxydation des composés organiques, ils sont
donc réduits. Leur réoxydation et I’élimination de I’excés d’électrons est essentielle pour le
maintien de I’homeéostasie cellulaire. La cellule a la capacité d’utiliser différents accepteurs finaux
d’électrons. Lorsqu’il est disponible, I’oxygéne est 1’accepteur final d’électrons préférentiel des
bactéries aérobies et anaérobies facultatives. En condition anaérobies, ces derniéres et les
anaérobes stricts peuvent utiliser différents accepteurs finaux organiques ou inorganiques, dont
I’hydrogeéne (H").

Ainsi, la formation d’hydrogéne moléculaire (H:) est liée au mode de réoxydation des
transporteurs d’électrons réduits dans des conditions anaérobies.

2.2.1.2 Les composés a haut potentiel énergétique (Madigan et al., 2012).

L’énergie libérée lors des réactions d’oxydoréduction du catabolisme est stockée via la
formation de composés phosphorylés dits a haut potentiel d’hydrolyse, le principal étant
I’adénosine 5’-triphosphate (ATP) (17). L’hydrolyse de I’ATP est une réaction trés exergonique,
permettant la réalisation de réactions thermodynamiquement défavorables par couplage chimique.

C’est la « monnaie » énergétique de la cellule.

ATP & ADP + P, (17)

Par voie fermentaire, I’ATP est produit par phosphorylation au niveau du substrat, ¢’est-a-
dire par couplage a 1’oxydation d’un composé organique. L’absence d’oxygéne limitant les
transferts d’électrons, 1’oxydation du substrat est incompléte, fournissant une quantité d’ATP
inférieure a celle obtenue par voie respiratoire, mais rapide et sans besoin d'oxygene. Les cellules
peuvent également utiliser 1’énergie libre disponible via ’hydrolyse de dérivés du coenzyme A

(dont I’acétyl-coenzyme A ou acétyl-CoA). Ces molécules contiennent des liaisons thioesters dont
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I’hydrolyse fournit suffisamment d’énergie pour la formation d’ATP. Ces dérivés jouent un role

majeur de carrefours métaboliques chez les organismes fermentaires.

Les réactions d’oxydoréduction du catabolisme oxydatif aboutissent a la formation de
composés essentiels pour la production d’énergie cellulaire, avec parfois une
coproduction d’hydrogeéne.

2.2.2  Assimilation de substrats carbonés
2.2.2.1 Voies d’assimilation

Les bactéries chimioorganotrophes sont généralement capables de métaboliser divers
composés organiques (glucides, protéines, lipides, acides gras volatils (AGV), efc.), dont

I’assimilation peut étre divisée en deux niveaux : central et périphérique.

Les étapes périphériques transforment les différents substrats en intermédiaires
phosphorylés, qui peuvent étre canalisés a différents niveaux des chaines de réactions des voies
centrales (Plumbridge, 2014). Des réactions de transamination/désamination des protéines sont
réalisées pour séparer le groupement alpha-aminé du squelette carboné, qui entre dans la voie de
la glycolyse. Selon la réaction de Stickland, deux acides aminés, I’'un accepteur et 1’autre donneur
d’un atome de carbone, sont simultanément dégradés pour former du CO,, de I’ammonium et des
AGYV (Reitzer, 2005). Pour les lipides, les acides gras a longues chaines sont dégradés en acides
gras plus courts et en hydrogéne au cours de 1’hélice de Lynen (Clark et Cronan, 2005). D’autres
substrats (acétate, éthanol, lactate, etc..) peuvent étre assimilés par les bactéries (Madigan et al.,
2012).

L’assimilation d’un composé organique donné nécessite la mise en ceuvre de transporteurs
spécifiques de ce substrat dans la cellule et des enzymes permettant son insertion dans les voies
centrales, dont la synthése est modulée par des mécanismes de régulation transcriptionnelle. Il
existe ainsi une hiérarchie, pour I’utilisation des différentes sources de carbone (Tangney et
Mitchell, 2007 ; Mitchell, 2016). Le glucose est le substrat préférentiel de nombreuses espéeces
bactériennes, sa présence limitant 1’utilisation des autres sucres (répression catabolique)
(Plumbridge, 2014 ; Deutscher et al., 2008). Par exemple, Clostridium acetobutylicum est capable
d’utiliser des substrats variés (glucose, fructose, xylose, arabinose) mais la présence de glucose
est défavorable a la consommation efficace du xylose (Mitchell, 2016). De plus, I’exces de
certains produits intermédiaires et finaux inhibe 1’assimilation des substrats carbonés
(Plumbridge, 2014).

Ainsi, les bactéries ont la capacité de métaboliser divers substrats carbonés.

2.2.2.2 La glycolyse : exemple du glucose

Les voies centrales d’assimilation sont les trois voies interconnectées de la glycolyse
(figure 14): la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la voie d’Entner-Douderoff (ED) et
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la voie des pentoses phosphates (PP), dont les bilans respectifs de réaction a partir du glucose sont

présentés équations 18, 19 et 20. Ces réactions génerent de 1’énergie (ATP), du pouvoir réducteur

(NADH et NADPH), du pyruvate et, de facon directe ou indirecte, des précurseurs pour toutes les

réactions de biosynthése (Plumbridge, 2014). Leur importance relative varie selon les

microorganismes (Akinterinwa et Cirino, 2010).

Glucose — Zpyruvate + 2NADH + 2ATP (18)

Glucose — Zpyruvate + NADH + NADPH + ATP (19)

Glucose — pyruvate + acétyl — Pi + CO, + 2NADH + ATP (20)
ED EMP PPP
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phosphogluconate ADP

CO,

Glucose
NADPH |NADP* AB'I’)NADp NADPH NADP*
6-Phosphogluconate Glucose-6-phosphate 6-Phosphogluconate Ribulose-5-phosphate

Fructose-6-phosphate Ribose-5-phosphate _ Xylulose-5-phosphate

Fructose-1,6-biphosphate Sedoheptulose- Glyceraldehyde-

7-phosphate 3-phosphate

X

Fructose- Erythrose-

Glyceraldehyde-3-phosphate

+
Dihydroxyacetonephosphate

¢ 6-phosphate 4-phosphate
———» Glyceraldehyde-3-phosphate R\/'
NAD* + P;

IC NADPH
1,3-Biphosphoglycerate

ATP ZYIEIOS?
ADP -phosphate
3-Phosphoglycerate

2-Phosphoglycerate

Phosphoenolpyruvate

KATP
ADP

»  Pyruvate

TN

Fermentation products TCA cycle/anapleorosis

Biosynthesis

Figure 14 : Voies de la glycolyse et génération de transporteurs d'électrons réduits
(adapté de Akinterinwa et Cirino, 2010)

Le pyruvate est une molécule carrefour consommée au cours de voies respiratoires ou
fermentaires. Son destin métabolique, fortement dépendant des conditions de
croissance bactérienne et de la présence ou non d’oxygéne, conditionne le rendement
de production d’hydrogeéne.
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2.2.3  M¢étabolisme anaérobie du pyruvate et formation d’hydrogéne

La fermentation cellulaire ne requiert aucun accepteur externe d’électrons. La réduction de
métabolites internes (pyruvate et acétyl-CoA) permet la régénération du NADH en NAD',
indispensable a la poursuite de la glycolyse, et ’excés d’électrons est éliminé via la sécrétion
d’acides et d’alcools réduits. Ces réactions sont parfois associées a une production supplémentaire
d’ATP et a la réduction de deux protons, formant de 1’hydrogéne moléculaire excrété¢ du
compartiment cellulaire (Akinterinwa et Cirino, 2010). La figure 15 propose un schéma général
simplifié¢ des principales voies métaboliques de consommation du pyruvate pouvant avoir lieu
dans un bioréacteur de fermentation obscure. Pour simplifier, seules les formes réduites des

transporteurs d’électrons sont indiquées.

Glucese

Glycolyse

; Fd,,,
ADH
NADH NADH  Fd, NADH
Pyruvate
NADH [FeFe] [FeFe] [FeFe]
Succinate
omite | co; ® ® @
Lactate
NADH NADPH
NADH Acétyl CoA
Co,
[FeFe]
@ NADH
Propionyl-CoA o,
Acétoacétyl-CoA Ethano] =—— 2 3 butanediol
@ \_) o,

NADH
Acétone
Acétate
Butyryl-CoA

T

Butyrate Butanel

Propionate

[soprepanel

e Flux e carbone
e Flux d’électrons

Figure 15 : Flux de carbone, flux d'électrons et génération d'hydrogéne
(adapté de Lo et al., 2017 ; Cabrol et al., 2017)

En conditions anaérobies, la conversion du pyruvate peut étre catalysée par divers groupes
enzymatiques. La formation d’hydrogene a lieu lorsque le pyruvate est converti en acétyl-CoA,
via la pyruvate formiate lyase (PFL) (21) ou via la pyruvate ferrédoxine oxydoréductase (PFOR)
(22). En présence d’O,, la PFOR est inhibée et la PFL est inactivée parce que d’autres voies de
consommation du pyruvate sont mises en ceuvre (complexe pyruvate ferrédoxine oxydoréductase
(PDHCc)) (Akinterinwa et Cirino, 2010).
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La voie de consommation du pyruvate dépend de 1’équipement enzymatique des
microorganismes. La PFOR et la PFL sont présents chez plusieurs Clostridium sp., la PFOR, la
PFL et le PDHC chez plusieurs Enterobacter sp. et Enterococcus sp. La PFOR seule est presente
chez Thermotaga sp., Thermoanaerobacterium sp., Calducellulosiruptor sp.. La diversité est plus

importante chez Lactobacillus sp. (KEGG, 2018).

PFL

Pyruvate + CoA — AcétylCoA + formiate (21)
PFOR

Pyruvate + CoA + Fd,y — AcétylCoA + Fd,.q + CO, (22)

Plusieurs voies d’oxydation du formiate de Fd.q et du NADH issu de la glycolyse sont

couplées a la réduction de deux H' en H, (Hallenbeck et Benemann, 2002 ; Kim et al., 2011).

(i) L’oxydation de Fd,.g couplée a la réduction de H' et la formation de H, (23) intervient

lors de la production d’acétate ou de butyrate et aboutit a la formation de 2 moly,/molgjycose.

ydrogénase

h
2Fdeq + 2HT ———— 2Fd, + H, (23)

(i1) L’oxydation du NADH généré lors de la glycolyse couplée a I’oxydation de Fd,.q libére
deux H", réduits en H, par une oxydoréductase (24). Comme deux NADH sont générés lors de
I’oxydation d’une mole de glucose, le rendement maximal de formation d’hydrogeéne selon cette

voie est de 2 moly/molgycose

hydrogénase

NADH + 2Fd,oq + 3H* ———— NAD* + 2Fd,, + H, (24)

Ainsi, I’ensemble des voies de production utilisant des molécules de NADH générées lors
de la glycolyse entrent en concurrence avec la production d’hydrogeéne. La production d’éthanol
et de lactate consomme les deux molécules de NADH générées a partir du pyruvate, ce qui ne
permet aucune coproduction d’hydrogeéne. La voie de formation du propionate et du succinate
nécessite plus de NADH qu’elles n’en générent, diminuant directement le « pool » de NADH
mobilisable pour la formation d’hydrogéne. Seule la voie acétate ne consomme pas de NADH et
permet ainsi de générer 2 molyy/molgyeose. Cependant, I’acétate n’est jamais produit seul en

cultures mixtes.

(iii) Deux pyruvates sont convertis en une molécule d’acétylCoA et une molécule de

formiate par la PFL. L’oxydation du formiate aboutit a la formation d’hydrogéne (25).

HCOOH - H, + CO, (25)

Ainsi, les voies de formation d’hydrogene sont multiples et dépendent de la nature des
populations bactériennes, ainsi que des conditions de fermentation.
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2.2.4  Mécanismes limitant la formation d’hydrogéne

La régulation du métabolisme du genre Clostridium, notamment de Clostridium
acetobutylicum, a été trés étudié en raison de son intérét technologique pour la production de
bioéthanol, afin d’améliorer la solvantogenése et minimiser les voies acidogénes, objectif inverse
du but recherché des tests de fermentation obscure. La fermentation génere peu d’énergie et
I’assimilation du carbone contenu dans la biomasse est faible. De I’ATP supplémentaire est
parfois produit au cours des voies de formation d’acétate et de butyrate (Akinterinwa et Cirino,
2010). Chez Clostridium, la synthése des hydrogénases est liée aux besoins énergétiques
importants sous forme d’ATP des cellules en phase de croissance, la formation d’acétate et de
butyrate n’utilisant pas la totalit¢ du pouvoir réducteur généré lors de la glycolyse. La synthese
d’hydrogéne permet alors d’éliminer rapidement cet exceés d’électrons. En phase stationnaire, les
besoins en ATP sont moins importants et une baisse de la production d’acétate et de butyrate,
donc d’hydrogene, est observée. Le métabolisme est réorienté vers la formation de solvants, plus
réduits que les AGV, permettant d’éliminer I’exces d’électrons sans formation d’hydrogéne
(Jones et Wood, 1986).L’augmentation de la pression partielle en hydrogene et de la teneur en
acides gras volatils sous forme indissociée conditionne également cette transition métabolique
(figure 16) (Elbeshbishy et al., 2017).

Augmentation de 'osmolarité du
cytoplasme et de la pression de
turgascence de la cellule

pH=7F
pi>pEa
 HA me—— HA > A-+H+
Faible pH
extracellnlazire
pﬂ'ﬁﬂ{a Balsse du pH intracellulaire
pl
H¥+A"_
Activation de la pompe i protons
Consommation d ATP
qmpm AT o
. membrane cellulzire
substrat matliey extracefulaie

Figure 16 : Effet du pH et des acides gras sur les cellules bactériennes (adapté de Elbeshbishy et al., 2017)

2.2.5 Bilans steechiométriques des voies de consommation du glucose

La steechiométrie de la conversion d’un substrat en acides, solvants, gaz, efc. peut
seulement étre déterminée avec une quantification exacte de la quantité de substrat utilisée et des
produits formés. Lors des tests de fermentation obscure, les distributions des produits solubles
majoritaires donnent une idée des voies prédominantes empruntées favorables ou non a la
production d’hydrogéne ou des voies diminuant le potentiel de formation d’hydrogéne
moléculaire (pouvant étre pergues comme une consommation d’hydrogeéne). Les réactions liées a

la production d’hydrogene sont présentées, de fagon non exhaustive, dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Réactions principales du métabolisme microbien lié a la production d'"hydrogéne

Réactions AG’"(kJ/mol)

Réactions formatrices d’hydrogéne

Voie « acétate » CgH;,0¢ + 2H,0 — 2CH;COOH + 2CO, + 4H, -215
Voie « butyrate » C¢H;,06 — CH3(CH,),COOH + 2CO, + 2H, -264
Voie « acétate + éthanol » CgH;,0¢ + 3H,0 - CH;COOH + CH;CH,O0H + 2H, + 2CO, -225
Voie « acétate + butyrate » 4C4H;,04 + 2H,0 — 3CH;3(CH;),COOH + 2CH;COOH + 8CO, + 10H, -252

Réactions concurrentes a la formation d’hydrogene

Voie homolactique C¢H;,06 —» 2CH;CHOCOOH -117
Voie hétérolactique « lactate + éthanol » ~ C4H,,04 » CH;CHOCOOH + CH;CH,0H -216
Voie hétérolactique « lactate + acétate » C¢H;,04 —» 2CH;CHOCOOH + CH;COOH -359
Voie éthanol C¢H;,06 » 2CH3;COOH + 2CO, -235

Réactions « consommatrices d’hydrogene »

Voie propionate C¢H;,0¢ + 2H, — 2CH;CH,COOH + 2H,0 -359
Homoacétogenese 2C0, + 4H, - CH;COOH + H,0 -94
Sulfato-réduction 4H, + S0%™ + 2H* - H,S + 4H,0 -152
Méthanisation/Méthanation CO, + 4H, - CH,+2H,0 -136

NB : Pour simplifier |'écriture des équations, les bilans sont réalisés avec les formes acides des métabolites.

Afin d’évaluer D’efficacité d’un test de fermentation, il serait utile qu’un rendement
théorique maximum soit établi. Cependant, il apparait difficile d’établir une valeur absolue de
rendement théorique maximal en cultures mixtes. En effet, la nature branchée des voies
impliquées et les différences d’équipement enzymatiques des espéces bactériennes impliquées

dans la fermentation obscure conduisent a différentes aptitudes a dégrader les substrats.

Si la fermentation pouvait €tre mise en ceuvre avec la seule production d’acétate, le
rendement en hydrogeéne serait de 4 moly,/molyycoe, €€ qui est considéré dans de nombreux
travaux comme le rendement maximal de production théorique in vivo. Le rendement en
hydrogeéne s’éléve a 2 moly,/molycoe dans 1’hypothése ou seul du butyrate est produit. Selon
Hawkes et al. (2007), comme la production d’acétate est systématiquement accompagnée de
butyrate, le rendement maximal de production est inférieur. Les auteurs donnent 1’exemple de
formation de 2,5 moly,/molgcose S€lon des travaux expérimentaux avec des cultures mixtes, selon
la voie mixte acétate + butyrate. La production mixte d’acétate et d’éthanol donne lieu a la

formation de 2 moly,/molgjycose-

L’action de bactéries lactiques peut donner lieu a la formation de lactate seul (fermentation
homolactique) ou accompagnée d’éthanol ou d’acétate (fermentation hétérolactique),
consommant le substrat sans production d’hydrogéne. La voie éthanol seule ne donne pas lieu a la
formation d’hydrogene. La fermentation propionique est dite consommatrice d’hydrogene, dans le

sens ou elle consomme plus de NADH qu’elle n’en produit.
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Dans des écosystémes naturels, les microorganismes ayant la capacité d’éliminer leur excés
d’électrons via la formation d’hydrogéne ont une relation symbiotique avec d’autres
microorganismes utilisant I’hydrogéne comme substrat, raison de plus de maintenir une pression
partielle en hydrogene faible. La réaction d’homoacétogenése aboutit a la formation d’acétate et
est réalisée par Clostridium aceticum, Clostridium thermoaceticum notamment. Les archées
méthanogenes consomment 1’hydrogeéne pour produire du méthane. La sulfato-réduction est quant
a elle conditionnée par la présence d’ions sulfate dans le milieu réactionnel de départ
(Trably et al., 2018).

L’efficacité de la production d’hydrogene dépend donc de I'’émergence de populations
aptes a produire de I'hydrogéne et de l'orientation de leur métabolisme, dont les
facteurs d’influence sont nombreux et interconnectés. Le maintien d’une faible
pression partielle en hydrogeéne est essentiel. Le paragraphe suivant vise a exposer les
modalités de mise en ceuvre du procédé de fermentation obscure.

3 Conduite des procédés de fermentation obscure et voies
d’intensification des performances de production

d’hydrogeéne

Apres avoir défini les critéres de performances du procédé, un état des lieux des paramétres
de sa mise en ceuvre (comnsortium bactérien, substrat, bioréacteur) et de ses voies d’amélioration

sera réalisé.
3.1  Criteres de performance du procédé

De maniére analogue au procédé de méthanisation (Moletta, 2009), au cours du procédé de
production d’hydrogene, seule la fraction biodégradable de la matiére organique peut étre
convertie. Cela ne signifie pas que toute la matiére organique soit effectivement transformée en

hydrogene, c’est ici qu’intervient la notion de performance des réacteurs de fermentation obscure.
3.1.1 Rendements et production en hydrogene

Le rendement en hydrogéne (Ryy) est associé aux objectifs souhaités, c’est-a-dire
maximiser la production d’hydrogéne dans le cas de la fermentation obscure. Les mesures de
production de gaz et des différentes fractions de la matiére a métaboliser permettent de calculer
différents rendements, en comparant 1’entrée et la sortie du systéme en fonction de la matiére
organique ajoutée ou consommée. La production d’hydrogéne Py, (molaire, massique ou
volumique) peut €tre rapportée a la quantité de biomasse utilisée. La fraction de la matiére
considérée varie selon les études. Ainsi, le calcul du rendement en hydrogene Ry, par rapport a la

matiere brute permet d’évaluer la potentialit¢é du procédé pour une biomasse donnée.
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La comparaison de différentes études ne peut se faire qu’avec un rendement normalisé, du fait de
la diversit¢ de la composition (humidité et teneur en substrats métabolisables) des biomasses
¢tudiées. Ainsi, Ry, est souvent rapporté a la matiére seche ou volatile pour s’affranchir des
différences d’humidité d’un méme type de biomasse, ou a la quantité de substrat effectivement
métabolisé (souvent le glucose (26), ou la DCO de fagon plus générale).

Ry, = —12 26
H

2 Nglucose

Le rendement de consommation du substrat (Cgeose) renseigne sur la capacité du processus
a traiter le substrat Un exemple est donné pour le glucose (27) o Mgjycose.c €5t la masse de glucose

entrant dans le systéme et myjycoses €St 1a masse de glucose sortant du systéme.

Cglucose -

Mgjyucose,e ~ Mglucose,s % 100 (27)

Mglycose,e

Ry, peut également étre rapporté au volume de travail du réacteur (VT en L) (28)

Ry, = Vi, (28)

2 VT

3.1.2  Productivité

La vitesse spécifique de production de 1’hydrogéne, ou productivité P’y, (en mL/L/h ou en
L/L/j) renseigne sur la vitesse de production d’hydrogéne du procédé (29), ou Qp,est le débit
d’hydrogéne mesuré (mL/h).

Qi

PIHZ = Vo (29)

3.1.3 Rapport molaire H,/CO,

Le ratio H,/CO, (30) permet d’estimer 1’orientation du métabolisme vers la production

d’hydrogene, ou ny, est le nombre de moles d’H, et nco, est le nombre de moles de CO, produites.

H,/CO, = —= (30)

nco,

3.1.4 Modélisation selon I’équation de Gompertz modifié¢e

Le profil sigmoidal de production cumulée d’hydrogéne peut étre modélisé avec 1’équation
de Gompertz modifiée (31). Cette modélisation donne accés au maximum de production cumulée
d’hydrogene H.x (Ly,/Licactenr) @ la vitesse maximale de production P’.x (Lyy/Ligcten/h) €t au

temps de latence A (h) normalisés et permet de comparer différentes études (Gibson ef al., 1988).

Pimax A=t

H(Y) = Hyppy. ¢ | max (31)
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3.2 La biomasse bactérienne

3.2.1.1 Origine et composition du consortium bactérien

Le procédé peut étre mis en ceuvre en utilisant une culture pure d’une souche bactérienne
productrice d’hydrogéne seule, ou en co-culture avec une souche hydrolytique
(Elsharnouby et al., 2013). Cependant, ce mode de mise en ceuvre nécessite de maintenir des
conditions stériles, ce qui représente un besoin d’énergie supplémentaire, a moins que la souche
d’intérét puisse se développer et rester majoritaire dans des conditions non stériles. Le mode de
fonctionnement le plus commun est celui utilisant des cultures mixtes, par 1’incubation de
différents microorganismes qui ne sont pas toujours connus, conduite dans des conditions non

stériles (Jung ef al., 2011).

Concernant 1’origine des cultures mixtes, il est difficile d’étre exhaustif du fait du tres
grand nombre d’études publiées. L’origine de 1’inoculum (boues de STEP, compost ou bactéries
indigénes) affecte clairement la composition microbienne de la biomasse, de méme que la
configuration du réacteur et les parameétres opératoires (cf. 3.4.3) (Etchebehere et al., 2016). Les
boues de STEP sont utilisées comme inoculum dans la majorité des études donnant lieu a une
fermentation exogéne. Elles sont souvent mises en ceuvre apres un prétraitement thermique pour

favoriser I’émergence d’espéces sporulantes, notamment du genre Clostridium.

Cependant, les bactéries anaérobies facultatives ont une sensibilité plus faible a I’oxygéene,
épuisant ainsi rapidement 1’oxygeéne présent dans le milieu de culture soit durant la mise en
régime du procédé ou apres une entrée d’oxygene accidentelle. De plus, elles rendent inutiles les
prétraitements thermiques qui entrainent une dépense énergétique supplémentaire. Comme
attendu, les bactéries anaérobies facultatives sont abondantes lorsque 1’origine du substrat et/ou de
I’inoculum est aérobie, mais elles peuvent également étre détectées apres des prétraitements
drastiques (Cabrol et al., 2017).

3.2.1.2 Prétraitement des cultures mixtes

Les cultures mixtes sont constituées d’une grande variété de microorganismes producteurs
ou non d’hydrogéne ainsi que des archées méthanogénes hydrogénotrophes, et sont généralement
prétraitées pour supprimer autant que possible ces derniers, n’ayant pas la capacité de sporuler,

avant I’inoculation des réacteurs (Wong et al., 2014).

L’inoculum, avant d’étre additionné au substrat, est généralement soumis a un prétraitement
acide (pH 3 pendant 24 h) et/ou thermique (90-105 °C pendant 10120 min) visant a éliminer les
bactéries consommatrices d’hydrogéne non sporulantes (Barca et al, 2015).
Kumari et Das (2017) ont comparé différent prétraitements pour 1’acclimatation de cultures
mixtes acidogénes (choc thermique, acide, alcalin, congélation) pour la production de

biohydrogene. Le traitement de choc thermique a permis d’obtenir les meilleures performances de
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production d’hydrogéne en comparaison avec le test sans prétraitement (+107,7%), suivi par les
traitements acide (+42,0%) et alcalin (27,2%). Le traitement de congélation a eu le moins

d’impact sur la production, avec un effet 1égérement négatif (-29,1%).
3.2.1.3 Cas des consortia mixtes endogenes a la biomasse

Dans un environnement naturel, ’hydrogéne produit est ensuite consommé pour produire
du méthane. Il y a donc potentiellement des bactéries productrices d’hydrogéne présentes dans
toutes les biomasses. La majorité des tests de fermentation obscure s’est focalisée sur 1’ajout d’un
inoculum producteur d’hydrogéne. Peu d’études se sont essayées a ne pas utiliser d’inoculum
microbien externe mais uniquement la population bactérienne endogeéne, contenue dans la

biomasse.

Néanmoins, la mise en ceuvre de procédé de fermentation obscure bas¢ sur ’utilisation
d’une biomasse ayant fonction de substrat et d’inoculum a plusieurs avantages : stérilisation du
substrat non nécessaire, pas de colts additionnels pour 1’ajout d’un inoculum dédié, pas de
consommation d’énergie pour le prétraitement de 1’inoculum (Asunis et al., 2019). Ainsi, le

procédé serait plus simple et moins cotliteux a implémenter.

Diverses biomasses ont ét¢ testées en fermentation endogene : fumier de vache (Yokoyama
et al., 2007a), lisier de vache (Yokoyama et al., 2007b), déchets de fruits et de légumes
(Shimizu et al., 2008 ; Marone et al, 2014), déchets alimentaires d’une cafétéria
(Kim et al., 2009), boues d’abattoir de volaille (Sittijunda et al., 2010), biomasses vitivinicoles
(Francois-Lopez, 2016), glycérol et gateau de décanteur d’huile de palme
(Kanchanasuta et Pisutpaisal, 2017), résidus de production de champignons (Lin et al., 2017) et

lactosérum de fromage de brebis (Asunis et al., 2019).

La faisabilité¢ de produire de I’hydrogéne a partir de déchets alimentaires prétraités a 90°C
pendant 20 minutes avec des valeurs de rendement de 2,1 £ 0,4 molyy/mOlhexose consomme €t de
volumes d’hydrogene produit de 153 £+ 24 mLy,/gys a été montrée (Kim et al, 2009). La
digestion double des boues d’abattoir de volaille a été utilisée pour produire de I’hydrogene par
fermentation spontanée sans ajout d’inoculum supplémentaire. Les boues (5% de matieres séches)
ont été digérées a 55°C par digestion aérobie thermophile avec différents temps de rétention avant
d’étre utilisées en fermentation anaérobie. Le meilleur temps de digestion était de 48h, car
permettant de réprimer complétement I’activité méthanogene et donne le meilleur rendement en
hydrogene de 136,9 mLy,/gpoues avec une vitesse de production d’hydrogeéne de 2,56 mLy,/L/h. La
production d’hydrogéne de boues traitées a 48h (136,9 mLy,/goues) était 15 fois meilleure que
celle de boues non prétraitées (8,83 mLy,/youes) (Sittijunda et al., 2010).

Différents tests sans prétraitements ont été réalisés. Marone et al. (2014) et Shimizu et al.
(2008) ont étudié la faisabilité d’utiliser des déchets de fruits et/ou de légumes pour produire de

I’hydrogéne par fermentation endogeéne sans effectuer de prétraitement thermique ni ajout de
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nutriments additionnel. Ils concluent que la fermentation endogeéne est faisable a partir de ces
déchets sans production de méthane et dans les conditions indiquées précédemment mais avec des
valeurs faibles de production d’hydrogene : respectivement 90 mLy,/gus et 24 mLy,/Enatisre volatile-
Au laboratoire, les travaux de Francois-Lopez (2016) ont montré que la production d’hydrogéne
avec le consortium endogeéne de biomasses vitivinicoles était comparable a la production utilisant
un consortium exogene (boues de STEP) prétraitées thermiquement et meilleure sans
prétraitement thermique du consortium bactérien sur des bourbes viticoles avec une production de
50 = 6 L/Lyounes €t un rendement de 2,0 = 0,2 mol/mol et marcs : 20 #4 L/Kgnaues avec un
rendement de 1,3 £. 0,3 mol/mol a 37°C. Dans I’é¢tude de Lin er al. (2017), la production
maximale d’hydrogéne a partir de déchets de champignons sans inoculum est de 6,84 mmoly,/L/]
apH 9 et 60 gyiomasse/L €n fermentation batch dans des flacons de 125 mL a 55°C. La fermentation
de fumier et de lisier de vache a produit de 1’hydrogéne (respectivement 743 mLy,/Kggmier €t 392
mLy,/Lyuwin) @ une température optimale de 60°C, avec une coproduction de butyrate et d’acétate
pour le fumier et majoritairement d’acétate pour le lisier. Une bactérie similaire a Clostridium
cellulosi a été détectée par analyse biomoléculaire lors de la fermentation de fumier. Des bactéries
productrices d’hydrogéne mésophiles et thermophiles ont été détectées lors de la fermentation de
lisier: Clostridium thermocellum et Caldanaerobacter subterraneus. Un gateau de décanteur
d’une chaine de production d’huile de palme a été testé (2% solides totaux) en co-culture avec du
glycérol a pH initial de 7 et a 27°C, en comparaison avec 1’ajout de boues anaérobies
(Kanchanasuta et Pisutpaisal, 2017). Les auteurs concluent que les types d’inocula ont un fort
effet sur les compositions du biogaz produit et sur 1’utilisation du glycérol avec la prédominance
de méthane et I’absence d’hydrogene lors de la fermentation de glycérol avec les boues alors que
la production d’hydrogene a été détectée de fagon prédominante dans la fermentation combinée
avec le gateau de décantation. Des tests de fermentation en réacteur batch ont été réalisés sur du
lactosérum de fromage de brebis sans ajout d’inoculum. Deux phases sont observées : conversion
initiale de carbohydrates en acide lactique suivi par la dégradation de 1’acide lactique en acétate,
butyrate, hydrogéne et propionate. La production maximale obtenue est de 5,2 Ly,/L
(Asunis et al., 2019)

Le prétraitement de l'inoculum mixte a généralement un effet positif pour la
production d’hydrogéne. Cependant, afin de limiter le coiit énergétique du procédé,
tester l'utilisation de cultures mixtes endogénes a la biomasse sans prétraitement est
pertinent.

3.3 Le substrat de fermentation

La composition du substrat conditionne la croissance bactérienne et le métabolisme
cellulaire, donc la production d’hydrogéne. Des macronutriments (C, N, P) et des micronutriments

sont requis en quantités respectivement importantes et faibles (Madigan et al., 2012).
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3.3.1 Effet de la composition des substrats sur les performances de production d’hydrogéne

Les substrats testés pour le procédé de fermentation obscure sont de natures trés diverses :
déchets alimentaires, boues de STEP, déchets municipaux, paille (riz, blé, efc.), fumier, efc.
(Ghimire et al., 2015). La composition du substrat impacte les performances du procédé de

production d’hydrogéne (Jung et al., 2011).
3.3.1.1 Macronutriments

L’émergence de populations bactériennes productrices d’hydrogene est dépendante de la
richesse en monomeéres fermentescibles du milieu réactionnel, seule la fraction soluble et
facilement dégradable en carbohydrates pourrait €tre convertic en biohydrogéne dans un
bioréacteur de fermentation obscure (Guo et al., 2014). En effet, les propriétés structurelles des
biomasses lignocellulosiques (cristallinité de la cellulose, protection par la lignine, caractére
hétérogéne des particules de biomasse et enlacement de cellulose et hémicellulose) limitent
I’utilisation microbienne des carbohydrates au cours des procédés de fermentation
(Mosier et al., 2005). 1l a été observé qu’un degré de polymérisation élevé des glucides favorise la
spécialisation des communautés bactériennes pour I’hydrolyse, au détriment de la production
d’hydrogene (Quémeneur et al., 2011). L’ajout d’une étape de prétraitement visant a hydrolyser
les macromolécules glucidiques des biomasses pauvres en substrat facilement métabolisable est
trés étudiée (Kumar et al., 2017) (¢f3.2.2).

La nature et la concentration des monoméres glucidiques influence 1’orientation des voies
métaboliques. Notamment, Chatellard et al. (2016) ont observé une production d’hydrogene
supérieure en utilisant des pentoses comme substrat, en comparaison avec des hexoses. Park et al.
(2018a) rapportent un effet négatif de faibles concentrations en glucose, permettant a des bactéries

lactiques de prendre le pas sur les bactéries productrices d’hydrogéne.

La concentration d’azote ammoniacal a également un effet sur ’activité bactérienne. Une
concentration en azote trop élevée peut interférer avec le pH intracellulaire, augmenter la quantité
d’énergie requise pour la maintenance des cellules microbiennes et inhiber les activités des
enzymes liées a la production d’hydrogéne. Néanmoins, la fermentation obscure a lieu a pH acide,
ol la majorité de ’ammoniac est présent sous forme ionisée (NH4'), qui est moins toxique
(Elbeshbishy et al., 2017). L’étude de Hamilton et al. (2018) montre que la concentration d’azote
a un effet sur D’expression des hydrogénases et donc sur le métabolisme de Clostridium
butyricum. L’optimum du ratio C/N varie de 5 a 200 selon les conditions opératoires de

température et de pH et selon inoculum et le substrat sélectionnés (Elbeshbishy et al., 2017).
3.3.1.2 Micronutriments

Plusieurs ions métalliques peuvent stimuler la croissance cellulaire, I’activité des cofacteurs

enzymatiques et d’autres processus métaboliques en accélérant le transfert intracellulaire
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d’électrons et facilitant la formation d’enzymes (Madigan et al., 2012) ; notamment les ions fer et
nickel, essentiels pour la biosynthése des sites actifs des hydrogénases et des ferrédoxines
(Adams, 1990).

Yang et Wang (2018) ont recensé 25 études portant sur 1’effet de 1’ajout dosé de fer sous
forme de sels dans le milieu réactionnel. Des augmentations de Py, de 7 a 152% et
de Ry, de 17 a 161% sont observées. Cependant, la majorit¢ de ces études a été réalisée en
utilisant un substrat glucidique modéle, ce qui peut expliquer I’effet aussi marqué de I’ajout de
fer. Une étude réalisée a partir de déchets alimentaires ne rapporte qu’une augmentation de la
production de 7,1%, aprés optimisation de la quantité de fer ajoutée (Lay et al, 2005).
Taherdanak et al. (2016) rapportent que ’ajout de nanoparticules de fer zéro-valent (Fe”) diminue
la quantit¢ d’oxygeéne dissous dans le milieu réactionnel (32), améliorant potenticllement les
performances des hydrogénases sensible a 1’oxygéne. Bien que cette réaction soit également
catalysée par des bactéries anaérobies facultatives, la voie chimique est plus rapide. De plus, apres
consommation de I’oxygene dissous, les nanoparticules Fe’ sont converties en ions Fe**, ce qui est

accompagné par la génération d’hydrogene (33).

2Fe® + 0, + 2H,0 — 2Fe?* + 40H~ (32)
Fe® + 2H,0 — 2Fe?* + 20H™ + H, (33)

Yang et Wang (2018) ont relevé 8 études concernant I’ajout de nickel sous différentes
formes. Par exemple, 1’ajout d’ions nickel (0,6 mg/L de Ni*") dans un substrat constitu¢ de sucre
et d’eaux usagées permet d’obtenir un rendement maximal en hydrogéne de 2,05
moly,/mols,ccharoses 107,1% fois supérieur au rendement du groupe témoin, due a la réorientation du

métabolisme bactérien (Gou et al., 2015).

Les concentrations massiques optimales de fer et de nickel varient beaucoup selon les
études (respectivement de 9,2 4 589,5 mg/L et de 0,1 a 25 mg/L). L ajout d’une quantité excessive

de ces ions métalliques diminue ’efficacité de la production d’hydrogéne (Yang et Wang, 2018).

Les ions magnésium, calcium, sodium ont également des roles essentiels chez les bactéries.
L’ion magnésium est utilis¢é pour I’activation du glucose nécessaire a son entrée dans les
processus métaboliques (Madigan et al., 2012). Il est également un composant de plusieurs
transporteurs d’électrons, des membranes cellulaires et 1’activateur de nombreuses enzymes
(Bao et al., 2013). Les ions calcium sont probablement utilisés dans les constituants polymériques
extracellulaires utilisés comme matrice par les bactéries (Banu ef al., 2018). L’ion sodium est un
¢lément indispensable de la pompe enzymatique Na-K stimulant le transfert du glucose dans la
cellule microbienne (Cao et al., 2009). Pour ces raisons, ces ions ont également été utilisés
comme additifs dans des tests de fermentation obscure et ont permis l’amélioration des
performances de production d’hydrogéne lors d’études réalisées majoritairement en mode batch et
sous des conditions mésophiles (Yang et Wang, 2018). L’amélioration de la production

h : 2 2 Lo sz ‘ . .
d’hydrogéne avec I’ajout de Mg ou de Ca’" a été associée a une meilleure croissance de la
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biomasse bactérienne (Zhao et al., 2012) et a un effet bénéfique pour I’immobilisation d’un

biofilm dans un réacteur continu (Blanco et al., 2017).

Les biomasses complexes permettent de se dédouaner de l'ajout d’additifs de par les
nutriments qu’elles contiennent.

3.3.1.3 Inhibiteurs de fermentation

Les composés inhibiteurs de fermentation comprennent les dérivés furaniques (furfural et
hydroxyméthylfurfural (HMF)) formées lors de la dégradation de biomasses lignocellulosiques,
les acides gras volatils, les solvants produits par le consortium bactérien lors de la fermentation et
les composés phénoliques initialement présents dans les biomasses (Lin et al., 2015;
Elbeshbishy et al., 2017 ; Karla et al., 2016). Munoz-Paez et al. (2018) rapportent que ces agents
promeuvent la croissance des genres Lactobacillus et Clostridium qui participeraient a la
détoxification du milieu réactionnel. Selon Lin et al. (2015), certains composés phénoliques
(vanilline, syringaldéhyde) ont un effet inhibiteur encore plus important que les dérivés

furaniques.

3.3.2 Prétraitements des substrats complexes pour améliorer les performances de production

d’hydrogene
3.3.2.1 Prétraitements des biomasses lignocellulosiques

La biomasse végétale lignocellulosique contient de 55 a 75% de carbohydrates en poids sec
sous forme de cellulose et d’hémicellulose, sources potentielles de sucres fermentescibles, mais
les propriétés chimiques et structurelles des biomasses lignocellulosiques, la rendent résistante a
la dégradation par les enzymes et les microorganismes, rendant parfois nécessaire 1’ajout d’une
étape de prétraitement (Zheng et al., 2014). On distingue les procédés biologiques des procédés
non biologiques (physiques, chimiques, physico-chimiques) (Kumar et al., 2017), dont les

principales caractéristiques sont présentées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Prétraitements pour I’hydrolyse de biomasses lignocellulosiques (d’aprés Kumar et al., 2017)

Prétraitement Avantages Inconvénients
Physiques
- Broyage
- Irradiation
(rayons gamma, microondes, ultrasons) - Action sur les hémicelluloses et la lignine . s

) . ., - - Faible taux d’hydrolyse
- Extrusion - Faible consommation énergétique . o

- Faible efficacité sur la cellulose

- Pyrolyse
- Champs électriques pulsés
Chimiques
- Acides (H,SO4, HCI, H3PO,, acides - Augmente la digestibilité de la cellulose - Perte de sucres fermentescibles
dicarboxyliques) - Haut rendement en glucose- - Formation d’inhibiteurs
- Bases (NaOH, KOH) - Solubilisation et réduction de la quantité - Besoin d’intrants chimiques
- Solvants organiques (acétone, alcools) de lignine - Colt des intrants chimiques
- Liquide ionique - Température ambiante - Recyclage et retrait des solvants
- Solvants eutectiques profonds - Corrosion des réacteurs
- Ozonolyse

Physico-chimiques

- Explosion vapeur - Action efficace sur la lignine - Pas efficace pour les substrats avec de
- Explosion au CO, - Solubilisation de I’hémicellulose forts taux de lignine
- Explosion 4 froid a I’ammoniac - Peu cofiteux - Faible taux d’hydrolyse
- Eau chaude (acides, bases ou solvants) - Peu d’intrants chimiques - Colt énergétique élevé (hautes pressions)
- Oxydation humide (H,0,) - Augmentation de la surface accessible 4 la - Cofit élevé des catalyseurs
biodégradation
- Minimise la demande en énergie
thermique
Biologiques
- Bactéries
- Champignons - Dégradation de la lignine et de - Faible vitesse d’hydrolyse
(pourritures brune, blanche et molle) I’hémicellulose - Problémes de contaminations
- Enzymes (laccases, cellulases, - Hydrolyse efficace de la cellulose
hémi-cellulases, peroxydases) - Faible cofit énergétique

3.3.2.2 Prétraitements des substrats de fermentation obscure

L’ajout d’une étape de traitement de la biomasse, initialement testée et mature pour la
production de bioéthanol, est également étudiée en couplage avec la production de biométhane.
Cette approche d’utiliser des biomasses saccharifi¢ées est plus récente pour la production
d’hydrogene. L’objectif est alors d’augmenter le rendement et la productivité en hydrogéne mais
le bénéfice doit étre suffisamment élevé au vu du colit énergétique supplémentaire engendré ou de

’ajout d’intrants chimiques.

Classiquement le prétraitement est réalisé en amont, mais il est également possible de le
réaliser en simultané avec la fermentation, notamment pour [1’hydrolyse enzymatique
(Mosier et al., 2005). La configuration du réacteur a également un impact sur les performances :
Liu et al (2013) ont comparé la mise en ceuvre de paille de riz prétraitée par hydrolyse acide dans
un réacteur en mode batch et un réacteur continu. Un rendement 1,5 fois supérieur

(0,69 moly,/molgyeres toraux) €St Obtenu en mode batch avec une productivité de 10+ 1,17 L/L/j.
¢ Prétraitements physiques et chimiques

Les prétraitements chimiques sont majoritairement utilisés et se révelent plus efficaces que

des traitements thermiques, microondes et avec différentes combinaisons de ces procédés (Ozcan
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et al., 2011), ou qu’un traitement d’ultrasonication et d’ajout de CaCO; (Battista et al., 2016).
Toutefois, le cotlit élevé des intrants chimiques, souvent issus de voies de production non
renouvelables, est un inconvénient majeur de cette méthode. De plus, I’efficacit¢ d’un
prétraitement acide ne fait pas toujours consensus : I’é¢tude de Liu ef al. (2013) montre qu’un tel
prétraitement sur de la paille de riz génére un rendement en hydrogene par rapport a la quantité de
sucres totaux plus de 4 fois plus faible que le rendement obtenu lors de 1’étude de
Chang et al. (2011) avec un traitement similaire. Les auteurs suggérent que cette différence est
due a I’hydrolyse survenant dans un environnement acide beaucoup plus fort, ce qui favoriserait
la formation d’inhibiteurs et affecterait la production d’hydrogene, ce pourquoi la plupart des tests
utilise de faibles concentrations. Certaines techniques physiques ont mis en évidence la
solubilisation accrue de composés organiques (ultrasonication, prétraitements thermiques) mais

ont peu ou pas d’effet sur I’hydrolyse des polyméres glucidiques (Kumar et al., 2017).
¢ Prétraitements biologiques

Les prétraitements biologiques sont peu coliteux en comparaison aux prétraitements
chimiques et physiques. De plus, I’énergie requise est moins élevée comparativement aux

prétraitements physiques.

L’utilisation d’enzymes commerciales a été testée dans plusieurs études de fermentation
obscure (Cui et al., 2010 ; Contreras-Davila et al., 2017 ; Liu et al.2014 ; Wang et al., 2010).
Simples a mettre en ceuvre, leur efficacité est montrée dans I’étude de Cui et al. (2010) : 1’ajout
d’une solution de Viscozyme® L (22%) permet de multiplier par 3 les performances de
production d’hydrogéne a partir de feuilles de peuplier par rapport au test sans prétraitement, et
par 1,3 par rapport au test avec prétraitement acide. Le traitement enzymatique est souvent utilisé
en couplage avec un autre traitement : thermique ou basique comme par exemple sur de la
bagasse de canne a sucre (Liu et al., 2014), ou par ultrasonication sur des marcs de pommes
(Wang et al., 2010).

Néanmoins, I’action des cocktails enzymatiques commerciaux est incompléte. En effet, une
vingtaine d’enzymes est nécessaires pour hydrolyser la grande variété de liaisons chimiques des
biomasses végétales (Van Dyk et Pletschke, 2012). Serensen et al. (2007) proposent le concept de
« cocktail minimum d’enzymes » qui consiste a déterminer la quantit¢é minimale d’enzymes
différentes pour I’hydrolyse d’une biomasse donnée. Cependant, 1’utilisation d’enzymes

commerciales purifiées augmente considérablement le colit de production de 1’hydrogéne.

Une alternative consiste a utiliser des extraits crus d’enzymes sécrétés directement par des
bactéries ou des champignons sur la biomasse, moins sujets aux effets d’inhibition par le substrat
et plus stables aux effets du pH et de la température (Gonzalez-Fernandez et al, 2014 ;
Farinas et al., 2015). Une étude mélangeant une portion de rafles et tiges de mais prétraitées par
fermentation fongique a une portion de la méme biomasse brute montre 1’augmentation de

I’activité cellulase couplée a un fort taux d’hydrolyse des composés lignocellulosiques, générant
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une production environ 2 fois plus élevée que celle obtenue par fermentation directe des rafles
brutes (Cheng et Liu, 2012). La production d’hydrogene a partir de déchets alimentaires avec un
processus combiné de fermentation en milieu solide (Aspergillus awamori et Aspergillus oryzae,
producteurs de glucoamylase et protéases respectivement) et de fermentation obscure a également
été testée (Han et al., 2016). Le rendement de production d’hydrogéne a partir d’eaux de
traitement de moulin a riz, prétraitées par hydrolyse enzymatique (Aspergillus niger), est plus

¢levé que celui du méme substrat ayant subi un traitement acide (Liu et al., 2013).

Les biomasses collectées pour notre étude ont des structures et compositions tres
diversifiées. L’évaluation de leur potentiel de fermentation dans les mémes conditions
opératoires est donc pertinente. Pour les biomasses les moins riches en glucides
solubles, le test de I'ajout d’'une étape de prétraitement pourra étre pertinent. Dans
une logique de production d’hydrogéne durable, lutilisation de cocktails crus
d’enzymes parait prometteuse.

3.4 Les bioréacteurs

La mise en ceuvre de la fermentation obscure dans un réacteur a pour but de convertir de la
matiere organique en hydrogeéne et dioxyde de carbone par I’action de la biomasse bactérienne.
Les modes de conduite des bioréacteurs, de la phase de démarrage a un régime permanent, seront
présentés. Les diverses configurations des bioréacteurs mises en ceuvre pour lever les verrous du

procédé, ainsi que le choix des paramétres opératoires seront discutés.
3.4.1 Modes de fonctionnement et parameétres clés
3.4.1.1 Fonctionnement batch, semibatch ou continu

Le fonctionnement du bioréacteur est discontinu ou en mode batch lorsque le ou les réactifs
sont chargés et que la fermentation se déroule sans flux de matiére entrant ou sortant du systéme.
Par opposition, les appareillages fonctionnant en continu, sont dotés d’une ou plusieurs entrées
pour introduire les réactifs, et d’une ou plusieurs sorties par lesquelles les produits en phase
liquide de la fermentation sont évacués. Le mode semibatch, ou semi-continu, est une variante du
systéme discontinu : une partie des réactifs (solution de régulation de pH, nutriments) et/ou des
produits (biogaz) est introduite ou extraite du bioréacteur ; le déchargement de la totalité des
produits se faisant en fin de fermentation (Latrille ef al., 2011). Le mode discontinu séquentiel est
un mode de fonctionnement hybride entre le continu et le discontinu, avec des cycles alternant le

remplissage, la réaction, la décantation et la vidange du réacteur (Badiei et al., 2011).

L’avantage des réacteurs batch réside dans leur simplicité de mise en ceuvre, de
fonctionnement et de controle (Jung et al., 2011). Cependant, des arréts de fonctionnements
réguliers sont nécessaires pour récolter les produits de fermentation et recharger le réacteur en

substrat (Hawkes et al., 2007). Dans le cas d’une production de gaz sans extraction de ceux-ci,
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une augmentation de la pression dans le réacteur a lieu, I’hydrogéne produit pouvant inhiber les
hydrogénases ou étre consommé par des microorganismes hydrogénotrophes, malgré les
éventuels prétraitements subis par les cultures mixtes. De plus, le pH du milieu réactionnel tend a
baisser avec la production d’acides gras volatils, et s’éloigne ainsi de 1’optimum de croissance des

microorganismes producteurs d’hydrogene (Latrille ef al., 2011).

Différentes configurations de réacteurs fonctionnant en mode semibatch permettent de
pallier ces inconvénients. L’extraction ponctuelle ou continue de I’hydrogeéne peut étre libre ou
favorisée par 1’ajout d’un systéme d’extraction ou par gaz de balayage (Kim et al., 2006, Mizuno
et al., 2000 ; Clion et al., 2015). La régulation du pH peut étre réalisée par ajout controlé d’une
solution alcaline. L’alimentation peut étre séquentielle (mode fedbatch) ou continue (Badiei ef al.,
2011 ; Hawkes et al., 2007).

Dans un contexte industriel, pour des raisons pratiques de fonctionnement des bioréacteurs
batch et pour des considérations économiques, les procédés continus sont favorisés (Stanbury et
al., 2017). Le renouvellement du milieu réactionnel avec apport de substrat favorise la croissance
continue de la biomasse, tout en éliminant les cellules mortes, le milieu épuisé en substrat et les
inhibiteurs éventuels de la fermentation (métabolites, toxines, produits de dégradation de substrats
complexes) (Elbeshbishy et al., 2017). Les gaz produits sont évacués via le ciel gazeux du
réacteur. La recirculation ou la dilution du substrat peut étre un moyen de s’assurer de bonnes
conditions hydrauliques dans les réacteurs continus, offrant de nombreux avantages tels que la
diminution de la DCO du substrat, I’ajustement des demandes d’alcalinité et la dilution des
composés toxiques (Jung et al., 2011). La durée totale de production est théoriquement infinie,
dés lors qu’un régime permanent peut étre maintenu. Ce dernier point représente un enjeu pour la
mise en ceuvre d’un bioréacteur continu de fermentation obscure, en raison du risque de shift

métabolique de I’acidogenése vers la solvantogeneése.
3.4.1.2 Définition de parametres clés du fonctionnement continu

Le débit d’alimentation en substrat (DAS), ou charge appliquée, permet d’estimer le temps
moyen passé par le produit organique dans le réacteur (Moletta, 2009). 1l s’agit de la quantité de
substrat ajoutée au milieu réactionnel par unité de temps et de volume de réacteur (34).

DA = X% (34)

t

[S] est la concentration en substrat, Q,le débit d’alimentation et V, le volume de travail du

réacteur.

Le temps de s¢jour hydraulique (TSH) correspond a la durée théoriquement nécessaire pour
le renouvellement complet du milieu réactionnel (35). (Stanbury et al, 2017). Le TSH
conditionne la quantité de substrat pouvant étre traitée par unité de temps, avec un impact direct

sur I’économie du procédé: des temps de séjour courts permettent d’augmenter le débit
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d’alimentation en substrat sans nécessiter de concentrer les matiéres métabolisables (Jung et al.,
2011).
TSH = % (35)

V. estle volume de travail et Q. le débit d’effluent.

Dans le cas des procédés avec une circulation des solides découplée de celle des liquides, il
est possible de définir un temps de sé€jour des solides (TSS) (36) (Badiei et al., 2011). Le suivi de
ce parameétre est un peu plus complexe car les substrats solides sont transformés au cours de la
fermentation et de plus, de la biomasse bactérienne est produite dans le réacteur, ainsi, le flux
massique en entrée n’est pas forcément égal au flux massique en sortie, engendrant de
I’accumulation. Ainsi, dans ce mode de fonctionnement, le régime permanent n’est pas atteint.

TSS - [MES]réacteur X TSH (36)

[MES]efﬂuent

[MES]icacteur €5t la concentration en matieres en suspension dans le réacteur, [MES]ctuen 12

concentration en matiéres en suspension dans 1’effluent et TSH le temps de s¢jour hydraulique.
3.4.2 Configurations du bioréacteur : verrous et voies d’intensification

La configuration du bioréacteur a un impact majeur sur les performances et la stabilité¢ du
procédé ; de nombreuses technologies ont été étudiées pour la mise en ceuvre de la fermentation

obscure en bioréacteur continu.
3.4.2.1 Bioréacteurs a biomasse bactérienne libre

Le réacteur le plus couramment utilisé pour les études de fermentation obscure est le
réacteur agité continu ou CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) (figure 17). Il consiste en la
mise en ceuvre d’une biomasse libre dans un réacteur infiniment mélangé (Villermaux, 1994). Ce
type de réacteur est en général adapté aux biomasses contenant une grande quantité de particules,
tels que les déchets solides ou les déchets alimentaires (Jung et al., 2011). L’homogénéité du
milieu en termes de température et de pH permet une mesure et un contréle facilité de ces

différents parametres.
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Figure 17 : Exemple de CSTR (adapté de Clion, 2016)

Cependant, comme les temps de sé€jour des phases liquides et solides sont couplés, un
temps de séjour trop court peut conduire a un lessivage des microorganismes, évacués du systéme
avant que la population ne puisse croitre (Li et Fang, 2007). Les techniques d’immobilisation des
cultures bactériennes, présentées par la suite, visent a lever ce verrou (Jung et al., 2011). Un autre
inconvénient de ce type de réacteur en fonctionnement continu est 1’homogénéisation du milieu
réactionnel, qui induit une concentration relativement élevée de substrat dans D’effluent du
bioréacteur, la composition de 1’effluent étant identique a celle du milieu réactionnel. Certains
auteurs mettent en ceuvre une recirculation permettant d’augmenter le TSS indépendamment du
TSH (Lay et al., 2016 ; Clion, 2016).

Un mode de fonctionnement alternatif du CSTR est le mode ASBR (4naerobic Sequenced
Batch Reactor), correspondant a une alimentation séquentielle avec 4 phases de fonctionnement :
alimentation en substrat, production, sédimentation, vidange du milieu de culture. Cette technique
est intéressante dans le cas de substrats complexes comme les déchets alimentaires ou agricoles
difficilement hydrolysables. Ainsi, la phase liquide riche en acides gras volatils peut étre en partie
extraite tout en conservant la majorité¢ de la biomasse (Jung et al., 2011). Cependant, un TSS
infini n’est pas souhaitable. En effet, dans 1’étude de Badiei et al. (2011), un découplage non
linéaire entre I'optimum du TSS et du TSH est observé. Les meilleures performances de
production d’hydrogéne (0,34 Ly,/gpco et 6,7 Ly,/L/j) a partir d’effluents du procédé de
production d’huile de palme n’ont pas été obtenues pour un TSS élevé (19 j) mais pour un TSS de
11 j, a un TSH de 72 h. Les auteurs supposent que pour un TSS supérieur a 11 j, il y a eu
prévalence de populations consommatrices d’hydrogéne ou non productrices, et que pour un TSS
inférieur, il y a eu lessivage des producteurs d’hydrogéne. Ainsi, le systéme n’a pas pu étre
maintenu en dessous d’un TSH de 36 h.

Malgré l'avantage d’une mise en ceuvre simplifiée par I'homogénéisation du milieu

réactionnel, le CSTR présente l'inconvénient du lessivage des nutriments et de la
biomasse bactérienne. Une alimentation et vidange séquentielle ont été testées mais
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un effondrement de la production d’hydrogeéne a lieu en dessous d’'un TSH de 36 h. Afin
de pallier les limites du CSTR, plusieurs études se sont focalisées sur I'amélioration de
la configuration du bioréacteur de fermentation obscure en fonctionnement continu.

3.4.2.2 Bioréacteurs d’immobilisation des cellules bactériennes

L’objectif de ce type de dispositif est de découpler le temps de séjour des bactéries
productrices d’hydrogéne du TSH. Les cellules bactériennes, en présence d’un support, vont
progressivement coloniser sa surface et former un biofilm. L’immobilisation des cellules
bactériennes permet d’atteindre de trés fortes concentrations en biomasse bactérienne et de réduire

d’autant les volumes réactionnels nécessaires (Moletta, 2009).

L’immobilisation par adsorption physique est la technique la plus communément utilisée.
Le choix et la sélection du support est crucial pour 1’adhésion des cellules et les propriétés de
formation du biofilm, influencées par la charge de surface de la cellule bactérienne, la porosité de
la matrice et des forces électrostatiques telles que les forces de Van der Waals, ionique,
interactions hydrophiles et hydrophobes (Kumar et al., 2016 ; Ker¢mar ef al., 2017 ; Banu et al.,
2018). Les matériaux utilisés sont variés : charbon actif (Wu et al., 2012 ; Kerémar et al., 2017),
polyéthyléne (Del Pilar Anzola-Rojas et al., 2015 ; Blanco et al., 2017), polyuréthane (Ker¢mar et
al., 2017), polystyréne (Barros et al., 2010), billes d’argile (Barros et al., 2010 ; Kerémar et al.,
2017), billes de céramique (Keskin er al., 2012), grille en polyester (Park et al., 2017), etc.
Cependant, lors d’une immobilisation par adsorption physique, 1’attachement des cellules
bactériennes a la surface du support est réversible et le lessivage de la biomasse active voire du
matériel support peut survenir sous de faibles temps de rétention (Zhang et al., 2007). L’ajout de

calcium permet de favoriser la formation du biofilm (Wu et al., 2012 ; Blanco et al., 2017).

L’immobilisation par piégeage dans une matrice gel semi-perméable, permettant le transfert
de nutriments et de substrats entre la matrice et le milieu réactionnel, est de plus en plus étudiée.
Cette technique permet de protéger les bactéries productrices d’hydrogene et de limiter le
lessivage causé par des flux hydrauliques élevés a de faibles TSH, permettant d’augmenter la
productivité du bioréacteur. Plusieurs matériaux ont été testés : alginate de sodium, agar, alginate
de calcium, cellulose, polypropyléne, polyacrylamide, etc. L’encapsulation, une technique
similaire, permet de retenir totalement les cellules immobilisées a I’intérieur du matériel support,
qui ne sont pas libérées dans le milieu, ce qui permet un meilleur traitement de I’effluent (Kumar
etal., 2016 ; Banu et al., 2018).

L’immobilisation sous forme de granules autosupportés, inspirée des techniques de
traitement des eaux usées et de méthanisation est trés utilisée, améliorant 1’efficacité du
bioréacteur en fournissant des biofilms plus actifs et un meilleur contact
microorganismes/substrat. La forte concentration en bactéries autorise 1’application de charges
volumiques plus importantes et ainsi une réduction du volume et de la surface des réacteurs (Ning

et al., 2013). Fang et al. (2002b) ont observé la formation de tels granules a 26°C, pH = 5,5 pour
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un TSH de 6 h en 80 jours. En comparaison avec les granules multicouches des granules
méthanogenes, les granules producteurs d’hydrogéne ont une matrice plus simple, composée
principalement de bactéries acidogeénes productrices d’hydrogéne. Comme ces bactéries se
développent rapidement, la formation des granules producteurs d’hydrogéne est aussi beaucoup
plus rapide que celle des granules méthanogeénes. La composition et la microstructure des
granules dans le bioréacteur dépendent fortement des conditions opératoires (température, pH,
substrat (présence et concentrations adéquates de nutriments et de certains métaux, en particulier
le calcium et le fer) (Abbasi et Abbasi, 2012 ; Zhang et al., 2007). De multiples configurations ont

été testées ; quelques exemples sont présentés sur la figure 18.
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Figure 18 : Exemples de bioréacteurs a biomasse immobilisée
(adapté de Muri et al., 2018 ; Khan et al., 2016, Barros et al., 2010 ; Li et al., 2018)

Les supports solides peuvent étre mis en ceuvre en lits fixes ou APBR (4naerobic Packed
Bed Reactors) (figure 18), ou le support est immobilisé dans le bioréacteur et placé dans le flux du
liquide ; ou en lit fluidisé ou AFBR (4Anaerobic Fluidized Bed Reactor) (exemple figure 18), ou le
flux de liquide met les différentes supports en suspension dans le milieu (Muri et al., 2018 ;
Barros et al., 2010). L’étude de Khan et al., 2016 propose une configuration ou le support du
biofilm (billes d’alginates) est disposé dans des cartouches, permettant d’agiter et d’homogénéiser
le milieu réactionnel. Cependant, dans les études précitées, le support n’est pas recyclé. Dans un

bioréacteur a lit de boue anaérobie a flux ascendant ou UASB (Up Flow Anaerobic Sludge
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Blanket) (figure 18), le support ou les granules sont généralement disposés dans une colonne
alimentée par le bas a 1’aide d’une pompe péristaltique, I’écoulement se faisant de fagon
ascensionnelle vers une sortie haute (Li er al., 2018). L’inconvénient majeur de cette
configuration est I’installation d’un gradient de pH et de nutriments. L’avantage des réacteurs
UASB est que le support n’est pas nécessaire, diminuant le colt du procédé. De plus, la
concentration en biomasse bactérienne est augmentée, permettant de maximiser les productivités
en hydrogene. Cependant, ’'UASB présente certains inconvénients de circulation du milieu
réactionnel (flux préférentiels, raccourcis hydrauliques, volumes morts) (Kato et al., 2003) et de

temps de formation des granules matures (Ning ef al., 2013).

Le réacteur a lit de boue granulaire en expansion ou EGSB (Expanded Granular Sludge
Bed) est une variante du réacteur UASB développé pour pallier ses inconvénients. Une vitesse de
flux ascensionnel supérieure a 4 m/h permet 1’expansion partielle (fluidisation) du lit granulaire,
et favorise ainsi un meilleur contact substrat/granules et améliore la séparation des petites
particules inactives suspendues. Cependant, les inconvénients liés au temps de formation des
granules, a la colonisation par des bactéries méthanogeénes sont les mémes que pour les réacteurs
UASB.

Les techniques d'immobilisation présentent donc 'avantage de retenir les bactéries
productrices d’hydrogene dans le milieu réactionnel. Cependant, plusieurs
inconvénients spécifiques sont liés a ce type de configuration: temps de
développement d’'une biomasse bactérienne productrice d’hydrogéne élevé, non
recyclage des supports solides en AFBR, extraction limitée de I'hydrogéene des APBR et
UASB car le milieu réactionnel n’est pas agité, développement de microorganismes
méthanogenes dans le réacteur UASB.

3.4.2.3 Couplage de la fermentation obscure avec une séparation membranaire

Un bioréacteur membranaire ou BRM est la mise en ceuvre d’un procédé biologique couplé
a un module membranaire. La membrane est une barriere matérielle qui permet le passage sélectif
de certains composés, sous ’action d’une force motrice : gradient de pression, de potentiel
¢lectrique ou de potentiel chimique, ou la mise en contact de deux phases distinctes (Aimar et
Daufin, 2004).

Deux modes de couplage de la membrane au bioréacteur sont utilisés. Dans le mode
externe, le module membranaire est placé en série avec le réacteur sur une boucle de recirculation,
tandis qu’en mode immergé, la membrane est directement immergée au sein du bioréacteur, en
contact direct avec le milieu de culture. Dans les deux cas, le retentat retourne dans le bioréacteur,
tandis que le perméat est extrait de celui-ci, avec une extraction secondaire réalisée pour éliminer
I’effluent. L’intérét principal des membranes externes est de permettre un remplacement et un
entretien plus faciles des membranes, tandis que la configuration immergée permet de réaliser une
économie de pompage et de recirculation. Des modules membranaires tubulaires en céramique

sont généralement employés en configuration externe, tandis que des fibres creuses ou des
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membranes planes polymériques sont immergées dans le milieu (Singhania et al., 2012). Le mode
immergé est de plus en plus étudié car moins coliteux en énergie et nécessitant moins de
maintenance de la membrane (Lee et al, 2009). L’utilisation de membrane dynamique
autoformée avec un réacteur continu, utilisant des cultures mixtes, a été récemment appliquée a la
fermentation obscure (Park et al., 2017 ; Saleem et al., 2018). Les objectifs du couplage d’une
séparation membranaire avec un bioréacteur de fermentation obscure sont multiples et varient
selon les phases séparées. La figure 19 présente quelques exemples de configurations. Le tableau

6 présente les performances de production d’hydrogéne de différents BRM.
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Figure 19 : Exemples de bioréacteurs membranaires

(adapté de Park et al., 2017 ; Lee et al., 2014 ; Trad et al., 2015 ; Bakonyi et al., 2017 ; Clion, 2016)
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Tableau 6 : Exemples de bioréacteurs membranaires en fermentation obscure : objectifs de la séparation membranaire, conditions opératoires et performances

Configuration Objectif(s) séparation membranaire = Module et membrane Source de carbone T°C Rendement H, Production H, Référence
G/G, E Purifier I'H, Tubulaire, alliage Pd-Ag Déchets ménagers 65-70 na na Nielsen et al., 2001
G/G,E Préconcentrer 1’H, b F%bres creuses, PES/PT Farine de plume 85 na na Belafi-Bako et al., 2006
2 : Fibres creuses, PE
i R 2 modules : fibres creuses, . .

G/G,E Préconcentrer I’H, PDMS Glucose 35 1,9 mol/molyex ons 9,2 L/L/j* Bakonyi et al., 2017
L/G,S Maintenir faible pression partielle H, Fibres creuses, silicone Glucose 35 0,3 mol/ mOlhey o* 0,11 L/L/j* Liang et al., 2002
L/G, S Maintenir faible pression partielle H, Plane, PTFE Glucose, extrait levure 65 nd nd Zheng et al., 2010
L/G, S Mglntemr fal.b le pression partielle H Fibres creuses, PTFE Glucose 37 1,1 mol/molyjoue 1,5 L/Ljj Clion, 2016

Eviter le lessivage des BPH
L/L,E Extraire les AGV Fibres creuses, PVDF Glucose ou paille de blé 35 1,1 mol/molpcy o nd Trad et al., 2015
UL S Extraire les AGV Fibres creuses, PVDF Glucose 35 16 mol/molecy  18-59,0 L/L/j* Noblecourt ef al., 2017

Eviter le lessivage des BPH
S/L, S Eviter le lessivage des BPH Plane, PE Glucose 35 0,3-1,2 mol/molyex i 2,0-5,8 L/L/h Lee et al., 2010

Eviter le lessivage des BPH . A . Shen et al., 2009
S/L, S Augmenter DAS et productivité Tubulaire, céramique Glucose 23 1,8 mol/molyex ons 0,20 L/L/j Shen et al.. 2010
S/L, S Augmenter TSS (substrats et BPH) Fibres creuses gg}gg‘ts de production 60 1,0-1,9 mol/molyexsi  8,2-19,9 L/Lj Kim et al., 2011

, . . 1,2-2,2 mol/mol .
S/L, S Augmenter TSS (substrats et BPH) Plane, PE Déchets alimentaires 55 3,4-10,7 L/L/j Lee et al., 2014
63,0-111,1 ml/gmy
. . 2 modules :

S/L,E EV,I ter le lessivage des BPH Plane, nd Glucose, extrait levure 37 1,1 mol/molpey o 0,2 L/L/j* Bakonyi et al., 2015

Préconcentrer H,

Plane, PDMS

S/L, S Eviter le lessivage des BPH gzg‘g;‘sf membrane dynamique, oo 37 1,3-3,0 mol/molyexs;  6,1-51,4 L/LJj Park et al., 2017
S/L,E Eviter le lessivage des BPH Tubulaire, membrane dynamique, Saccharose 34 8 L/gus 19 L/LJj Saleem et al., 2018

polyamide, nylon

PI = polyimide ; PE = polyéthyléne ; PDMS = polydiméthylsiloxane ; Pd = palladium ; M=Matrimid® ; S = Sumikaexcel®, PBI = polybenzymidazole ; PV = polyvinile ; BPH = bactéries productrices

d’hydrogeéne ; E = externe et I = immergé ; hex = hexoses ; cons = consommé, aj=ajouté

nd : non disponible
*recalculé
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¢ Séparation G/G

Les procédés développés dans les études de la séparation gaz/gaz (G/G) visent a purifier
(Nielsen et al., 2001) ou préconcentrer (Belafi-Bako et al., 2006 ; Bakonyi et al., 2015 ; Bakonyi

et al., 2017) I’hydrogene en sortie du réacteur.

Dans I’étude Nielsen ef al. (2001), un trés bon taux de recouvrement en hydrogéne est
obtenu (85-90%). Malgré les performances de séparation utilisant les membranes métalliques,
cette technologie n’est pas adaptée car sans effet sur la bioproduction et et induit un surcoit
énergétique engendré par les conditions de température et de pression élevées nécessaires a la
purification de I’hydrogene. De plus, des problémes de contamination peuvent survenir du fait des
impuretés présentes dans le biogaz (H,S). Bien que moins performantes, les membranes
polymeres sont utilisables dans des conditions de pression et de température trés proches de celles
du procédé de fermentation obscure. L’utilisation de modules membranaires a fibres creuses
permet d’obtenir une pré-concentration de I’hydrogéne, jusqu’a 70% environ, mais avec une part
importante d’H, dans le gaz résiduel, jusqu’a 40% dans 1’é¢tude de Bakonyi ef al., 2013 et 29%
pour Bélafi-Bako et al., 2006 ; la mise en recirculation du flux de gaz permettant d’améliorer le
taux de recouvrement de H,. La séparation des constituants du biogaz par passage a travers une
membrane offre I’avantage d’extraire 1’hydrogene et de récupérer et de réinjecter le CO, produit

lors de la fermentation.
% Séparation S/L

Les BRM mettant en ceuvre la configuration solide/liquide (S/L) permet de découpler le
TSH et le TSS et plusieurs sous-objectifs peuvent &tre atteints : diminuer le TSH, augmenter le
temps de résidence des substrats complexes, éviter le lessivage des bactéries productrices
d’hydrogene. Cette configuration est la plus étudiée, le liquide passe a travers la membrane, les
¢léments dont la taille est supérieure au seuil de coupure de la membrane (bactéries et particules
solides de substrat) sont retenus dans le milieu réactionnel. Ce mode de fonctionnement offre des
perspectives trés intéressantes d’utilisation de substrats trés concentrés en matieres métabolisables
et en biomasse bactérienne avec un TSH faible, sans accumulation des produits de fermentation

inhibiteurs.

Dans une étude, les auteurs ont montré la possibilité d’optimiser le TSS (Lee ef al., 2010).
Shen et al. (2009) montre que ce systéme permet d’atteindre de meilleures productivités qu’en
CSTR. Un découplage des optima de TSH et de TSS sont notés par Kim et al. (2011) et Lee et al.
(2010).

L’inconvénient majeur de ce systéme est le colmatage (Lee et al., 2010 ; Shen et al.,2009,
2010, Oh et al. en 2004), qui serait dii a I’adhésion colloidale de substances polymériques
extracellulaires (SPE), produites par les bactéries dans le milieu réactionnel et augmentant
considérablement en concentration avec 1’augmentation du TSH (Jung et al., 2011). Ce probléme

est limité en augmentant la surface de membrane. De plus, I'utilisation d’un fonctionnement

68



Chapitre I - Syntheése bibliographique

séquencé peut €tre mise en place, alternant phase de pompage et phase de repos dans les tests de
Lee et al. (2014) ou d’inversion du flux de liquide (back flushing) voire I'utilisation du biogaz
produit par la fermentation pour réaliser ce contre flux, comme dans I’étude de Kim et al., 2011.
Mais une fois installé, I’élimination compléte du biofilm est impossible et ajoute une résistance au
transfert de matiére qui devient problématique pour I’extraction de liquide au travers de la
membrane. L’utilisation d’une membrane dynamique, c’est-a-dire la formation d’un biofilm sur
un support, servant de filtre, a été testée par Park er al., (2017), afin de limiter le probléme du

colmatage et les cofits associés a la membrane.
% Séparation L/L

L’objectif recherché d’une séparation liquide/liquide (L/L) est le retrait des acides
organiques inhibiteurs avec un module membranaire externe au bioréacteur (Trad et al., 2015).
Les auteurs proposent un dispositif d’extraction des AGV permettant de conserver la majeure
partic de 1’eau et de la matiére organique en suspension. Dans un tel systéme en mode de
fonctionnement séquentiel, I’effet inhibiteur des acides gras volatils est supprimé (Noblecourt,
2017)

% Séparation L/G

En configuration liquide/gaz (L/G), ’objectif est principalement I’augmentation des
performances de production d’H2 (rendement et productivité) par le retrait de I’hydrogene et la

diminution de ’inhibition due a une forte pression partielle en hydrogéne.

Ce mode de fonctionnement est trés peu étudié dans la littérature : il est mentionné dans
seulement trois études a notre connaissance. Les auteurs utilisent des membranes polymeéres de
séparation (Liang et al., 2002 ; Zheng et al., 2010 ; Clion, 2016). Les bioréacteurs utilisés
permettent d’augmenter la surface de contact entre le milieu liquide de fermentation et la phase

gaz, afin de maximiser le flux gazeux.

L’objectif de I’ajout d’une membrane, dans le test réalisé par Zheng et al. (2010)dans un
bioréacteur batch, est de fournir une surface permettant le développement d’un biofilm producteur
d’hydrogéne et agissant comme un « puit d’hydrogéne » mimant le role des archées
méthanogeénes et en abaissant la pression partielle en hydrogéne dans le milieu. Différentes
membranes planes (membranes tamis moléculaire CTMSS (Carbon Template Molecular Sieve
Silica), membrane de nanofiltration en alumine-y et membranes en PTFE) ont été testées.
L’hydrogéne produit a la surface de la membrane a été extrait en totalité durant le premier jour du
test de fermentation utilisant les membranes CTMSS et PTFE. Cependant, un colmatage total des
pores par I’eau, au bout de 24 h pour la membrane en PTFE et en deux jours pour la membrane
CTMSS, est observé. La détérioration rapide des performances de la membrane dans ces
conditions limite 1’application industrielle de ce systéme. Les auteurs suggérent 1’utilisation de

membranes hydrophobes comme amélioration du systéme.
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En revanche, Liang et al. (2002) montrent qu’un bioréacteur membranaire a fibres creuses
en silicone avec une surface membranaire de 3400 mz/m3mﬂieu avec dépression transmembranaire
(pression absolue de 108 mbar), permet d’extraire 1’ensemble des gaz produits, en mode de
fonctionnement semibatch. Une légére augmentation du rendement en hydrogéne (9%) est
obtenue par rapport a un réacteur sans membrane (respectivement 0,93 et 0,84 moly,/moljexose)-
Ces résultats prometteurs n’ont cependant pas été vérifiés en mode de fonctionnement continu, les

tests ne dépassant pas 24 h.

Au laboratoire, 1’é¢tude de Clion (2016) porte sur la mise en ceuvre d’un bioréacteur
membranaire a fibres creuses en PTFE en fonctionnement continu avec une extraction in situ L/G
des gaz produits a 1’aide d’un gaz de balayage. Le fonctionnement en continu de ce type de
réacteur permet d’extraire les effluents liquides contenant les AGV et les gaz dans deux
compartiments séparés ; la membrane jouant le role de contacteur L/G. Les travaux ont montré
une forte amélioration du rendement (> + 90%) et de la productivité en hydrogene (> +300%) par
rapport au mode de fonctionnement continu en réacteur agité (CSTR) sur un substrat mode¢le. Il
reste nécessaire d’évaluer le potentiel de ce procédé en utilisant des biomasses comme substrat et

d’optimiser divers paramétres opératoires.

L’avantage d’une séparation L/G dans un BRM a fibres creuses est de coupler
[’immobilisation de la biomasse et de maintenir une pression partielle en hydrogene
basse par extraction L/G in situ des gaz produits. Cependant, ['utilisation d’un gaz de
balayage dilue [’hydrogene produit.

3.4.3 Paramétres opératoires
3.4.3.1 Température, pH et potentiel d’oxydoréduction

La température, le potentiel d’oxydoréduction, dépendant de la concentration en oxygeéne
dissous, et le pH de fonctionnement du bioréacteur ont un effet de sélection sur la composition et

le métabolisme des cultures mixtes.

La plupart des travaux portant sur la production d’H, ont été réalisés soit a des températures
ambiantes (15-30°C), mésophiles (32-39°C) ou thermophiles (50-64°C) (Jung et al., 2011). Pour
des substrats complexes, les rendements de conversion communément rapportés dans la littérature
sont plus ¢élevés sous conditions thermophiles, favorisant 1’hydrolyse des composés
lignocellulosiques et diminuant la solubilité des gaz produits (Sivagurunathan et al., 2016). En
mode batch, la fermentation d’hydrolysat de cannes de mais aves des cultures mixtes provenant
de boues de STEP est optimale a 55°C, avec une production majoritaire d’acétate et de butyrate
au détriment de la production d’éthanol (tests réalisés a 30, 37, 55 et 70°C). La diversité
microbienne diminue avec 1’augmentation de la température (Zhang et al., 2015). Dessi et al.
(2018) rapportent le méme optimum dans un AFBR en mode de fonctionnement continu, ainsi
que la mise en place de voies d’homoacétogenése a 37°C. Cependant, ce mode de fonctionnement

représente un surcout énergétique et d’autres techniques de diminution de la pression partielle en
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hydrogéne ont été développées pour limiter I’homoacétogenése et les autres effets négatifs
associés (cf- § 3.3.3.3). En bioréacteur semibatch, un optimum a 37°C a été rapporté (Clion et al.,
2015).

Les valeurs de pH initial et opérationnel optimales varient selon les études, la nature du
substrat utilisé et la composition des communautés microbiennes (Wong et al., 2014). A pH acide,
le développement des archées méthanogenes, dont la gamme de croissance se situe autour de
7,8-8,2, est inhibé (Won et al., 2011) (figure 20).
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Figure 20 : Gamme de développement de divers groupes microbiens selon le pH et le potentiel rédox

Une étude montre que lorsque le pH est inférieur a 4, les hydrogénases sont inhibées et les
processus métaboliques sont détournés vers les voies de la solvantogenése (Fang et Liu, 2002a).
Selon I’¢tude de Dareioti et al., (2014), la production de propionate est favorisée entre pH 6 et
6,5. La revue bibliographique réalisée par Li et Fang (2007) compare plus de 160 expériences de
fermentation obscure et reléve plus de 22 valeurs optimales de pH. Ces différences sont dues aux
variations d’espéces bactériennes utilisées, au type de substrat, a la température et a la durée des
expériences. Won ef al. (2011) rapportent une variation du pH optimum selon le temps de s¢jour
hydraulique. Oh ef al. (2004) et Zhang et al. (2008) ont trouvé que le pH optimal pour la
production d’hydrogéne dans des bioréacteurs utilisant des cultures mixtes était compris entre
5,2 et 6,0. La production d’hydrogéne est améliorée pour des valeurs de pH initiales proches de la
neutralit¢ (entre 6 et 7) sur des substrats simples (Muri, 2016) ou complexes
(Cui et al., 2009), sans régulation de pH au cours de la fermentation. Mota ef al., 2018, rapportent
une productivité de 175 mLy,/L/h et un rendement en hydrogéne de 3,4 moly,/mols,ccharose) dans un

UASB, avec un métabolisme acétate/éthanol, a un pH effluent de 2,8, sans ajout d’alcalin.

Pour limiter I’effet inhibiteur de I’accumulation d’AGV sous forme indissociée (cf. §2.), de
nombreux procédés incluent une méthode de contréle du pH, généralement par addition d'une
solution alcaline, ce qui peut augmenter le colit opératoire du procédé. La quantité nécessaire

d’intrants chimiques n’est généralement pas indiquée. A notre connaissance, peu de solutions de
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remplacement ont été étudiées. L’utilisation d’un substrat en co-digestion ayant un pouvoir
tampon pourrait étre une solution économique. Ghimire et al. (2015) ont montré qu’une large
quantité d'ions hydroxyde OH et d'ions ammonium NH," seraient libérés durant la fermentation
de déchets riches en protéines et limiteraient la chute de pH due a la production d’acides

organiques.
3.4.3.2 Pression partielle en H, et en CO,

La concentration en hydrogéne conditionne les réactions de fermentation (cf. §2). Dans un
environnement naturel ou un réacteur de digestion anaérobie, les microorganismes
consommateurs d’hydrogéne (archées méthanogenes, bactéries sulfato-réductrices, etc.)
permettent le maintien d’une faible pression partielle en hydrogéne. La production d’hydrogene et
de dioxyde de carbone génére la sursaturation de ces gaz dans le milieu liquide, ce qui favorise la
formation de gaz diffusant vers la phase gazeuse. Si aucune stratégie d’extraction de I'H, ou du
CO;, n'est mise en place, la pression partielle de ces gaz augmente au sein du réacteur et inhibe la

production d’hydrogeéne.

Plusieurs stratégies de réduction de la pression partielle en H, ont été étudices : utilisation
d’un gaz de balayage (Mizuno et al., 2000 ; Kim et al., 2006 ; Clion, 2016), diminution de la
pression dans le bioréacteur (Clion, 2016 ; Gadamshetty et al, 2009), configuration
membranaire(Zheng et al., 2010 ; Liang et al., 2002 ; Clion, 2016). Malgré des performances de
production supérieures avec le balayage du réacteur avec de I’azote, la nécessité de séparer 1’azote
de I’hydrogene, requiert des conditions de pression et de température élevées si la technologie
membranaire est utilisée. L’utilisation du CO, produit en tant que gaz de balayage est
potentiellement pertinente, s’il n’y a pas d’effet sur les espéces bactériennes. L’utilisation du vide

pour instaurer une dépression représente un surcoit énergétique.

Une étude montre que le retrait du CO, du ciel gazeux permet d’augmenter la production de
biohydrogene (Park et al., 2005), contradictoire avec 1’étude de Kim et al. (2012) montrant une
augmentation de la production avec le balayage au CO,. Nasr et al., (2015) ont étudié I’effet de la
séquestration du CO, dans I’espace de téte sur les communautés microbiennes : une augmentation
du rendement en hydrogéne de 22%, de la quantité d’acétate et une diminution de la quantité de
butyrate ont été observées. Modigell et al. (2008) ont développé un contacteur pour la séparation
du CO,.

Ainsi, I'extraction membranaire a un effet tres positif pour I'extraction de I'hydrogéne
du bioréacteur.

3.4.3.3 Temps de séjour hydraulique (TSH)

Un TSH court permet de sélectionner les bactéries productrices d’hydrogéne ayant des
cinétiques de croissance rapides, notamment en comparaison avec les archées méthanogénes

(Goldammer, 2008) et des espéces productrices d’acide propionique, dont le lessivage a été
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observé avec une diminution de TSH de 8h a 6h (Zhang et al., 2006). Si et al., (2015) rapportent
la suppression de la méthanogenése lors de la baisse du TSH de 24h a 4 h et de 24h 4 2 h dans un

UASB et PBR, respectivement, et la suppression de I’homoacétogenése lors du passage du TSH
de 8h a 4h.

De plus, un TSH court permet de maintenir les populations bactériennes du genre
Clostridium en phase de croissance exponentielle, favorisant ainsi la production d’acides gras
volatils et d’acides organiques au détriment d’alcools, produits durant la phase stationnaire
(Jones, 1986). Enfin, le renouvellement rapide du milieu réactionnel évite 1’accumulation des
métabolites produits, potentiellement inhibiteurs, et 1’acidification du milieu (Elbeshbishy et al.,
2017).

La majorité des tests d’optimisation du TSH ont été réalisés sans le découpler du débit
d’alimentation en substrat (DAS): les réacteurs continus sont généralement mis en
fonctionnement en mode batch ou avec des TSH longs, pour I’acclimatation du consortium, puis
le TSH est progressivement abaissé. Kumar et al. (2014) rapportent le découplage de 1’optimum
du TSH concernant le rendement maximal de production d’hydrogéne (TSH = 6h) et le taux de
production (TSH = 18h), et le fait que I’optimum dépende de la nature du monomére glucidique
(glucose ou galactose). Van Ginkel et al. (2005) ont testé différents TSH sur une gamme de 1 a
10h en faisant varier la teneur en substrat de la solution d’alimentation (glucose 0,5-18,9 g/h et
DCO 2,5-10 gpco/L). Les résultats suggerent que les rendements en hydrogéne seront optimisés
pour des alimentations plus diluées et des DAS plus faibles que ceux qui ont été typiquement
utilisés.

La configuration du réacteur, la complexité du substrat, et les autres paramétres opératoires
impactent I’optimum de TSH, variant de 38 h a 0,5 h selon les études (Si et al., 2015 ; Jung et al.,
2011). Les temps de séjour optimaux sur substrats simples sont de I’ordre de 4 a 12 h alors
qu’avec des substrats complexes, ils sont généralement de plusieurs jours (Jung et al., 2011).
Avec I’utilisation de longs temps de séjour, 1’inoculum doit étre prétraité pour éviter I’émergence

de microorganismes consommateurs d’hydrogeéne.

L’utilisation de techniques d’immobilisation ou de séparation membranaire ont nettement
réduit le TSH optimal, permettant une augmentation de la productivité en d’hydrogéne. Une étude
utilise un réacteur membranaire couplant un module de microfiltration a fibres creuses avec un
CSTR, utilisant un consortium mixte ; alors que 1’utilisation du CSTR seul méne au lessivage des
cellules bactériennes a un TSH de 2 a 4 h, I'utilisation du BRM permet la rétention des cellules
bactériennes & un TSH de 1h. L’acétate et le butyrate sont les métabolites solubles majoritaires
(70 a 85% du taux de métabolites solubles) (Lee et al., 2007). Dans I’ensemble, la production
d’hydrogene était 50% plus importante en mode BRM, 0,78 contre 0,51 mol/j en mode CSTR,
pour lequel le DAS était trop élevé. Ces résultats suggérent qu’un DAS qui maximise le
rendement en hydrogéne et la production d’hydrogéne pourrait étre proche du DAS causant la

surcharge d’utilisation de substrat (Shen ef al., 2009).

73



Chapitre I - Syntheése bibliographique

3.4.3.4 Debit d’alimentation en substrat (DAS)

Le débit d’alimentation en substrat peut étre contr6lé soit en augmentant la concentration
en substrat dans I’alimentation avec un TSH fixé, soit en diminuant le TSH avec une
concentration en substrat fixée (Siguravanathan et al., 2016). En fonctionnement continu, une
concentration élevée en substrat limite le cotit énergétique du fonctionnement du réacteur tout en
augmentant théoriquement la productivité, mais des effets d’inhibition par le substrat et les
produits de fermentation peuvent avoir lieu et fixer une limite haute. (Arimi et al., 2015;
Elbeshbishy et al., 2017). Dans 1’étude de Van Ginkel et al. (2005), I’augmentation du débit
d’alimentation en substrat permet d’augmenter la productivité du procédé, mais cet effet est
accompagné d’une baisse du rendement en hydrogéne et de la concentration en hexose résiduel
(Van Ginkel et al., 2005). La baisse de rendement de production en hydrogene associée a un DAS
¢levé est due a la réorientation des voies métaboliques vers la production de solvants et autres
acides plus réduits que [’acétate et le butyrate (Lin et al, 2011) et la réduction de la
consommation du glucose (Pasupuleti et al., 2014). L’immobilisation de la biomasse bactérienne
dans le bioréacteur par les techniques d’immobilisation précitées permet de mettre en ceuvre le

bioréacteur a un DAS plus élevé en limitant les effets de surcharge de substrat.

Les optima dépendent des configurations des réacteurs. Il est difficile de prédire un
optimum sans tests expérimentaux. Il existe peu d’études d’optimisation en
bioréacteur membranaire, ce sont souvent essentiellement des preuves de concept.

3.4.4 Maturité du procédé de fermentation obscure

La plupart des études de fermentation obscure ont été menées dans des réacteurs de
laboratoire pour évaluer 1’effet de différents paramétres clés du procédé : nature et prétraitement
du substrat, consortium bactérien, type de réacteur, parameétres environnementaux (pH,
température), etc. Toutefois, les effets négatifs d’une mauvaise homogénéisation du milieu
réactionnel, d’un effet de lessivage, de concentrations localement inhomogénes et d’une
hydrodynamique non maitrisée peuvent seulement étre révélés par les études a 1’échelle pilote ou

supérieure (Zhang et al., 2018).

Le tableau 7 présente un récapitulatif des réalisations a 1’échelle pilote.
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Tableau 7 : Pilotes de fermentation obscure

Consortium
Procédé Réacteur bactérien FO Substrat T°C Rendement H, Productivité H, Réf.
ti .
FO Tf);gmm% boues STEP molasses 35°C 26,1 mol/kgpcocons 5,60 m3/m3/J ?gg;t al,
continu C. freundi, effluents non contrélée Vatsala et
) , .. . 3 3 atsala e,
FO/PE 100 m* E. aerogenes dlsmlefw (initial 60°C) 2,8 mol/molyu. 1,5 me/m’/j al., 2008
canne a sucre
batch séquenticl  boues STEP déchets o Kim et
Fo 0,15m* traitement alcalin alimentaires 33°C 0,7 mol/molye n.a. al., 2010
continu . Lee et
FODA  FO:0,5m’; na d{’.ChetS . 33°C 1.8 mol/molyey cons 1. a. Chung,
DA :23 m alimentaires 2010
continu C. pasteurianum o 3,3 Lin et al.,
FO 0.40 m’ C. tyrobutyricum saccharose 35°C 1,7 mol/mols,ccharose 15,6 m*/m’/j 2011
continu déchet Cavi
) 3 echets o 3 . 3 3. avinato
FO/DA 2(2.062;)6m . n.a. alimentaires 55°C 0,8 m”/Kgmv aj 2,8 M hythane/m™/j ot al 2012
10,76 m
continu . . o HyTIME,
FO/DA 0225 C. saccharolyticus  paille 77°C 1,2 mol/molpexose n. a. 2015
batch séquentiel . glycérol o Cofré et
FO 0.20 m° E. coli (biodiesel) 37°C 0,6 mol/molgiycsrol n.a. al. 2016
batch séquentiel déchet
FO/DA  FO: 020 m® na. cchets 55°C FO:170 Lkgys  n.a. G"‘}*‘;‘g’”
DA - 0.38 m’ alimentaires etal.
FO/PF batch séquentiel gi(;zrolz;uczrsr;’ }Clzr(ll;zlzzat de FO :35°C na FO: 7,5 m*/m’/j Zhang et
11 m?® E coli P-» rais PF : 30°C - PF : 4,7m*/m’/j-  al., 2018

n. a. = non analysé

FO = fermentation obscure, PF = photo-fermentation, DA = digestion anaérobie

Ry, = rendement en hydrogéne, Py,= productivité en hydrogene

hex = hexose ,; cons = consommé, aj=ajouté, MS = matiéres seches, MV = matiéres volatiles

Les études a 1’échelle pilote concernent souvent le couplage de la fermentation obscure

avec un autre procédé, majoritairement la digestion anaérobie, parfois la photo-fermentation. La
biomasse bactérienne utilisée est une culture pure ou une co-culture de deux ou trois espéces, des
cultures mixtes (généralement boues de station d’épuration (STEP) prétraitées). Les bioréacteurs
sont majoritairement mis en ceuvre en continu, avec des rendements en hydrogéne variables et
compris entre 0,7 et 2,8 mol/molex0se €t des productivités comprises entre 1,5 et 15,6 m3/m3/j. On
observe toutefois une augmentation de 1’utilisation du mode de fonctionnement séquentiel ces
derniéres années. Les volumes de travail des bioréacteurs vont de 0,2 & 100 m’. Les substrats
utilisés sont essentiellement des déchets riches en matiére organique utilisés directement (déchets

alimentaires, molasses) ou lignocellulosiques prétraités.
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4  Conclusion et objectifs de la thése

L’hydrogene est appelé a jouer un role essentiel dans le mix énergétique de demain ; il est
donc nécessaire que I’impact environnemental de la filiére hydrogene soit réduit, ce qui implique

d’innover a différents niveaux, notamment celui de la production.

En complément aux procédés d’électrolyse de I’eau, la mise en ceuvre de procédés utilisant
de la biomasse est pertinente pour une production durable d’hydrogéne. L’implication de la
biomasse dans le domaine de 1’énergie devra se faire de manicre contr6lée dans une transition ou
les bénéfices environnementaux en termes de durabilité alliés au caractére renouvelable de son
utilisation doivent primer. Ainsi, les procédés biologiques, moins énergivores et plus durables que

les procédés thermochimiques, représentent une piste de production intéressante.

Dans ce contexte, le développement de procédés de production d’hydrogéne peu
énergivores et utilisant des ressources renouvelables est nécessaire. La fermentation obscure
permet d’obtenir de bonnes productivités en hydrogéne, sans contrainte d’apport de lumiére ou
d’oxygéne ni d’étape intermédiaire de gazéification. Elle peut étre mise en ceuvre dans des
conditions opératoires douces et ne nécessite pas de conditions stériles car ['usage de cultures

mixtes est possible.

L’efficacité de la production d’hydrogene dépend de 1’émergence de populations aptes a
produire de I’hydrogéne, de leur rétention au sein du bioréacteur, et de 1’orientation de leur
métabolisme, dont les facteurs d’influence sont nombreux et interconnectés. Le maintien d’une
faible pression partielle en hydrogéne est essentiel. De méme, les propriétés des bactéries
productrices d’hydrogene (sporulation et formation de biofilm) sont des éléments clés pour la

mise en ceuvre de la fermentation obscure.

Des travaux récents, notamment ceux de la thése de Frangois-Lopez (2016) au laboratoire,
ont montré la faisabilit¢ de la mise en ceuvre d’une fermentation obscure endogéne, c’est-a-dire
sans apport en bactéries autre que les bactéries indigénes de la biomasse, mais le nombre d’études
réalisé reste faible, ne concernant souvent qu’une seule biomasse. De plus, parmi les bioréacteurs
développés récemment, le bioréacteur membranaire a fibres creuses, développé par Clion (2016)
au laboratoire, présente I’avantage de coupler I'immobilisation des bactéries et de maintenir une
pression partielle en hydrogene basse par extraction liquide/gaz. Cependant, 1’utilisation d’un gaz
de balayage dilue I’hydrogéne produit. De plus, 1’étude a été réalisée uniquement sur substrat
modele, et seul un test de production 6 jours aprés le dernier ensemencement du module

membranaire a été réalisé.

Ainsi, le premier objectif de cette étude est de tester la robustesse de la production
d’hydrogene dans le bioréacteur membranaire (BRM) avec extraction in situ de I’hydrogéne
liquide/gaz (BRM L/G), sans nouvel apport d’inoculum bactérien, 8 mois aprés son dernier

réensemencement. Plusieurs tests d’amélioration du mode d’extraction des gaz produits seront
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réalisés. De plus, I’examen de la littérature met en évidence que les optima de fonctionnement
dépendent des différentes configurations des bioréacteurs. Il est doncdifficile de prédire un
optimum sans tests expérimentaux et trés peu d’études d’optimisation en bioréacteur membranaire
ont été effectuées ; celles-ci se limitant soubent a la preuve de concept. Une derniére étude visera
a optimiser son fonctionnement par le contréle de parametres essentiels de fonctionnement d’un
bioréacteur en continu que sont le débit d’alimentation en substrat (DAS) et le temps de séjour
hydraulique (TSH). Les bénéfices de cette configuration seront mis en évidence par la
caractérisation du métabolisme du milieu réactionnel et des communautés bactériennes se

développant au sein du module membranaire.

D’autre part, dans la dynamique d’insérer ce procédé dans une bioraffinerie de déchets
organiques, en couplage avec d’autres procédés, il est nécessaire de cibler les ressources
potentielles. Pour leur abondance et leur richesse en maticres métabolisables, nous nous
intéresserons aux déchets agricoles et issus d’industries agroalimentaires. Il existe suivant les
coproduits identifiés dans cette étude des voies plus ou moins nombreuses de valorisation.
Cependant, un pourcentage important de déchets organiques agroalimentaires est peu ou pas
valorisé, ce qui en fait un gisement trés intéressant de substrats du procédé¢ de fermentation
obscure. Ainsi, de fagon plus large, le procédé de fermentation obscure pourrait constituer une

brique d’une chaine de bioraffinerie de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Les biomasses, issues de filiéres vitivinicole, brassicole et caféicole, sélectionnées suite a
des entretiens avec leurs producteurs industriels, réalisés tout au long de la thése, et sélectionnées
pour notre étude ont des structures et compositions trés diversifiées. L’évaluation de leur potentiel
de fermentation dans les mémes conditions opératoires est donc pertinente et constitue le second
objectif de cette étude. Pour les biomasses les moins riches en glucides solubles, le test de 1’ajout
d’une étape de prétraitement pourra €tre pertinent. Dans une logique de production d’hydrogene

durable, I’utilisation de cocktails crus d’enzymes parait prometteuse.

Certaines de ces biomasses sont déja connues pour leur potentiel en valorisation
énergétique (biomasses vitivinicoles) ; pour les biomasses brassicoles et caféicole, cette approche
est innovante et leur intérét est encore a démontrer. Les biomasses permettent de se dédouaner des
additifs de par les nutriments qu’elles contiennent et de plus, notre approche sera de les tester
dans des conditions de fermentation endogene afin de déterminer s’il est possible de se passer de
I’ajout d’un inoculum et/ou d’un prétraitement visant a sélectionner les bactéries productrices
d’hydrogene. L’analyse approfondie du métabolisme et des populations bactériennes émergeant

en cours de fermentation sera effectué.

Enfin, trés peu d’études associent le développement d’un nouveau bioréacteur et le test de
son efficacité avec des biomasses complexes. Le troisiéme objectif est donc de tester la flexibilité

du bioréacteur membranaire par la mise en ceuvre des biomasses complexes.
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Chapitre 11

Matériels et Méthodes

Ce chapitre expose les matériels et méthodes de ce travail de thése : les substrats de
fermentation, les procédés de fermentation fonctionnant en mode semibatch et en bioréacteur

membranaire et les méthodes analytiques utilisées.
1 Substrats de fermentation et prétraitement des biomasses

1.1  Substrat modele

Une solution de glucose et de nutriments a été utilisée comme substrat modeéle pour une
partie des tests réalisés en BRM (chapitre III). Cette solution a été diluée pour obtenir une gamme
de concentration de 3 a 24 g glucose/L. Pour 24 g de glucose, 25 mL de solution a 14 g/L de
KH,PO,, 25 mL de solution a 280 g/L de (NHy), SO, 25 mL de solution a 20 g/L. de FeSO,,
7H,0, 25 mL de solution a 4 g/L. de MgSO,, H,O et 1 mL de solution de NiCl,, 6 H,O a 4 g/LL ont
¢été ajoutés dans une fiole jaugée de 2 L. De I’eau q.s.p. 2 L a été ajoutée dans la fiole. Le mélange
a été ensuite filtré sur un filtre Biichner, avec un papier filtre ayant un diameétre de pores de 40 pm

(VWR, Louvain, Belgique). La solution a été conservée a 4°C.
1.2 Biomasses

Des entretiens ont été réalisés avec différents industriels pour identifier les déchets
organiques disponibles pour étre valorisés en hydrogéne par fermentation obscure. Les biomasses
présentant une ou plusieurs des caractéristiques suivantes ont été privilégiées : richesse en
matieres organiques fermentescibles et/ou faible valorisation jusqu’a présent et/ou importantes

quantités disponibles.

Des déchets et coproduits issus de la vitiviniculture et de diverses industries agro-
alimentaires (brasseries, malterie, torréfaction de café) ont ainsi été sélectionnées. Des bourbes et
des marcs de raisin de cépage Pinot Gris (domaine viticole), des levures, des dréches, du
kieselguhr et des eaux résiduaires (plusieurs brasseries industrielles et une microbrasserie), des
radicelles d’orge (malterie) et des pellicules argentées de café (usine de torréfaction de café) ont

été collectés.
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1.3 Prétraitements des biomasses pour les tests en bioréacteur semibatch

1.3.1  Prétraitements physiques

Une étude a ét€é menée sur I’impact de prétraitements de marcs de raisins sur la production
d’hydrogene (chapitre IV). Différents traitements thermiques et mécaniques (ultrasonication,

broyage) ont été mis en ceuvre.
1.3.1.1 Ultrasonication

Un bécher contenant un mélange de marcs et d’eau a été placé dans un bain a ultrasons
(Fisher Scientific Inc.) et exposé aux ultrasons durant 4h. De 1’eau g.s.p. 700 mL a été ajoutée au

mélange.
1.3.1.2 Broyage

Une masse de marcs a été broyée dans un broyeur-mixeur a couteaux (Grindomix GM200,

Retsch™) durant 15 s a 10 000 tr/min. De I’eau q.s.p. 700 mL a été ensuite ajoutée au broyat.
1.3.1.3 Traitements thermiques

Une masse de marcs a été placée dans la cuve du réacteur et 700 mL d’eau du réseau de
Strasbourg ont été ajoutés. La température du bain-marie a été ajustée a 55°C ou 70°C pendant

1h, puis a 37°C pour la suite du test.
1.3.2  Prétraitements enzymatiques

Deux études ont ét€¢ menées sur I’effet d’un traitement enzymatique des biomasses (marcs
de raisin puis radicelles d’orge) pour les tests en semibatch (chapitre IV). Pour la campagne sur
les marcs de raisin, un cocktail enzymatique commercial a été utilisé. Des cocktails enzymatiques
produits par fermentation fongique en milieu solide pour les tests sur radicelles d’orge ont été
testés. Deux types de traitements enzymatiques ont été testés dans les deux cas : prétraitement des

biomasses avant fermentation (cf §) et saccharification et fermentation simultanées (c¢f. §2.1.4).
1.3.2.1 Cocktail enzymatique commercial

Une solution de cellulases de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich) a été utilisée. Ce
cocktail enzymatique catalyse 1’hydrolyse de la cellulose en glucose, cellobiose et autres

polymeéres de glucose de plus hauts poids moléculaires.
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1.3.2.2 Cocktails enzymatiques produits par fermentation fongique en milieu solide (FMS)

La production de cocktails enzymatiques a été réalisée en collaboration avec le laboratoire
des Procédés Biologiques, Génie Enzymatique et Microbien (ProBioGEM), Polytech Lille, EA
1026.

¢ Origine des souches fongiques et production de spores

Des souches de champignons modeles (Mucor sp., Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Cladosporium sp.) ont ¢té fournies par I’Université de Bourgogne (UMR Procédés
Agroalimentaires et Microbiologiques, Laboratoire Vin Aliment Microbiologie et Stress). Des
souches isolées a partir d’échantillons de biomasse déposées sur milieu Potato Dextrose Agar
(PDA) sur des boites de Pétri ont également été utilisées. Dans tous les cas, les souches ont été
mises en culture en boites de Pétri sur milieu PDA a 25°C. Les suspensions de spores résultantes
de ces cultures ont été récoltées a partir de boites dgées de 5-6 jours avec une solution stérile de
tween® 80 (Sigma-Aldrich) 0,2%(v/v). Les spores ont été dénombrées avec une cellule de

Malassez et stockées a -20°C.
¢ Inoculation des substrats, FMS et récolte des cocktails enzymatiques

Différentes biomasses (marcs de raisin, radicelles d’orge, pellicules argentées de café) ont
été séchées dans une étuve a 105°C puis broyées pour obtenir des particules de tailles comprises
entre 0,25 et 1 mm. Dans un pilulier, 5 g de substrat solide ont été autoclavés a 121°C et 3 bar
pendant 20 minutes. Les substrats ont été inoculés avec les suspensions de spores pour obtenir 10*
spores/gys. De I’eau a été ajoutée aux différents substrats pour ajuster leur humidité initiale, afin
d’obtenir une activité de 1’eau proche de 1. Aprés mélange, les piluliers ont été recouverts d’un
film d’échange de gaz et incubés a 25°C pendant 5 jours. Ces conditions de fermentation ont été

maintenues pour toute 1’étude. Toutes les expériences ont éte réalisées en triplicats.

Apres fermentation, le substrat fermenté a été mélangé avec une solution de tampon
phosphate 0,1 M a pH 7 (5 mL/gus initiale)- LS préparations ont été centrifugées (8000 g pendant
10 minutes) pour éliminer les résidus solides. Puis, une seconde centrifugation a été réalisée pour

oter le mycélium et les spores (13600 g pendant 30 minutes).

Pour les cocktails dont I’activité enzymatique (cf- ci-aprés) a été la plus élevée une
fermentation a grande échelle (100 g de biomasse séchée) a été réalisée. Les fermentations et les
récoltes des cocktails enzymatiques ont été réalisées comme décrit précédemment, dans un bac en
pyrex. Ces cocktails enzymatiques ont été lyophilisés pour étre conservés et utilisés

ultérieurement.
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/7

& Tests d’activité enzymatique

Les activités des cocktails enzymatiques ont ét¢ mesurées en utilisant des substrats
chromogénes  (azurine-crosslinked  (AZCL)  polysaccharides):  AZCL-HE-cellulose,
AZCL-xylane, AZCL-xyloglucose et AZCL-xyloarabinose (Megazyme). Les activités
correspondantes ont été déterminées en suivant la solubilisation des composés colorés et en
mesurant 1’absorbance du surnageant & 595 nm par spectrophotométrie UV visible. Les substrats
ont été préparés a 0,5% (m/v) dans du tampon phosphate a une concentration de 0,1 M et a pH 7.
Les réactions ont été réalisées avec 450 ul de substrats AZCL et 50 uL de cocktails
enzymatiques incubés a 25°C pendant 1 a4 4 h. Les surnageants ont été isolés par centrifugation a
13600 g pendant 1 min. Etant donné que le coefficient d’extinction molaire de I’AZCL est
inconnu, les activités enzymatiques ont été exprimées en unités arbitraires correspondant a la

variation de densité optique (ADO) par minute et par millilitre de surnageant (ADO/min/mL).
1.3.2.3 Prétraitement enzymatique des biomasses

Un volume de cocktail enzymatique a été ajouté a la biomasse diluée dans de I’eau
(T =37°C ou T=55°C) pendant 1-4h.

1.4  Prétraitements des biomasses pour les tests en BRM

Les marcs de raisin ont été broyés, puis trempés dans de 1’eau. Une premiére filtration a été
réalisée sur une grille ayant un diamétre de pores de 1 mm, puis le perméat a été ensuite filtré sur
un filtre Biichner, avec un papier filtre ayant un diametre de pores de 40 um (VWR). La quantité
de sucres du mélange a été dosée puis le mélange a ét¢ dilué pour ajuster la concentration en
sucres en fonction du débit d’alimentation en substrat désiré. Les pellicules argentées ont été juste
trempées, puis filtrées ainsi que décrit pour les marcs de raisin. Les bourbes ont été seulement

diluées dans 1’eau pour atteindre la concentration en sucres souhaitée.

2 Procédés de fermentation

2.1 Fermentation en mode semibatch

2.1.1  Configuration du bioréacteur

Le réacteur en configuration semibatch (Biichi AG) comporte une cuve en verre de 1 L
équipée d’une double enveloppe. Une photographie et le schéma de principe du montage sont

présentés sur la figure 21.
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1.Débitmeétre massique
2.Réacteura double
enveloppe
3.Bainthermostaté

4. Régulateur de pH
5.Sonde de température
6.Cryostat

7.Pieges froids
8.Microchromatographe en
phase gazeuse

9.Event

P T— Ligne gaz

~— Ligne liquide

Figure 21 : Photographie (a) et schéma (b) du bioréacteur en configuration semibatch (adapté de Clion, 2016)
2.1.2  Préparation des biomasses

Aprés collecte, les biomasses solides sont stockées a -18°C. La veille de chaque
fermentation en semi-batch, une aliquote est placée a 4°C pour étre décongelée. Les échantillons

liquides sont décongelés le jour méme de la fermentation.

Avant chaque fermentation, la biomasse est prétraitée (cf 1.4) ou non, puis mélangée avec
de I’eau du réseau de Strasbourg, pour obtenir un volume de travail de 700 mL dans le

bioréacteur.
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2.1.3  Mise en ceuvre du bioréacteur semibatch

Avant la mise en fermentation, le bioréacteur est alimenté en biomasse prétraitée ou non.
La sonde de mesure du pH (SI Analytics) est étalonnée. Le pH du milieu liquide est ajusté
manuellement a 7,0 £ 0,2 avec une solution de NaOH 3M. Le début du test correspond au

moment de fermeture de la ligne d’ajout de NaOH.

Au cours de la fermentation, un gaz inerte (azote) est introduit dans le bioréacteur par
balayage & un débit de 50 mL.min"' régulé avec un débitmétre massique (5850E Brooks, Brooks
Instruments) est réalisé. L’objectif est de placer le milieu réactionnel en anaérobie et d’extraire les
gaz produits. La température est maintenue a 37°C grace a de I’eau chauffée par un bain
thermostaté (Polystat SA, Bioblock Scientific) circulant dans la double enveloppe du réacteur. Le
réacteur est recouvert de papier aluminium pour placer le milieu réactionnel dans 1’obscurité. Le
mélange est agité a 220 tr/min avec un agitateur tripale. Le pH est maintenu au-dessus de 5,65 par
ajouts automatiques d’une solution de NaOH 1M (3M pour les tests réalisés avec des bourbes

vitivinicoles) par un régulateur de pH (Hanna Instruments).

Chaque expérience dure entre 40 h et 90 h. Des échantillons sont prélevés par la vanne de
fond du réacteur au cours du temps dans des tubes de 15 mL, centrifugés a 4500 tr/min pendant
30 min puis le surnageant est séparé du culot et aliquoté dans des microtubes de 2 mL. Les

surnageants et culots ainsi obtenus sont stockés a -18°C avant d’étre analysés.
A la suite de chaque test de fermentation, un nettoyage complet du réacteur est réalisé par
brossage avec du détergent et ringage a 1’éthanol (70%).

2.1.4  Fermentation et traitement enzymatique simultané

Un volume de cellulases de Trichoderma reesei ou de cocktail enzymatique produit par

FMS est ajouté au milieu réactionnel en début de fermentation.

2.2 Fermentation continue en bioréacteur membranaire avec extraction
liquide/gaz (BRM L/G)

2.2.1  Configuration du bioréacteur et caractéristiques du module membranaire

Le BRM L/G est constitué d’un module a fibres creuses (Polymem) et d’un réacteur agité
(Biichi AG) est utilisé comme réservoir de substrat. Une photographie et le schéma de principe du

montage dans les conditions de référence sont présentés sur la figure 22.

La cuve de 1,5 L du réacteur est équipée d’une double enveloppe ou circule de I’eau
refroidie par un cryoplongeur (TC40, Huber), permettant de maintenir la température de la
solution d’alimentation a 6°C. Le substrat est balayé par de 1’azote afin de placer le milieu en

anaérobie stricte. Dans notre étude, seuls le DAS et le TSH ont été calculés. En effet, le seul
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prélévement de milieu était celui de I’effluent du bioréacteur, ne permettant pas de calculer le
TSS.

1.Débitmeétre massique

2.Réacteur a double enveloppe
3.Bainthermostaté

4.Sonde de pH
5.Sonde de pression

6.Cryostat

7.Piéges froids
8.Microchromatographe en
phase gazeuse

9.Event

10.Pompe péristaltique
11.Réacteur membranaire

11

JE —— Ligne gaz

—<— Ligne liquide
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Figure 22 : Photographie et schéma de fonctionnement du BRM L/G dans les conditions de référence
(adapté de Clion, 2016)
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Sortie gaz

Deux modules membranaires (extracteur G/L) a
fibres creuses identiques ont été utilisés pour les tests
en BRM. Le volume total de la calandre est de 500
mL.

La figure 23 présente une photographie du
module membranaire avec le trajet de circulation des

fluides liquides et gazeux.

Des fibres creuses en PTFE
(PolyTétraFluoroEthyléne) traversent la calandre et
sont empotées a chaque extrémité du module. Les
fibres mesurent 30 cm, ont un diamétre interne de

0,45 mm et un diameétre de pores de 0,1 pm. Le

module contient 238 fibres.
Entrée gaz de
Le taux de remplissage du module est de balayage

8,5% et son volume utile de 478 mL. Figure 23 : Photographie du module
membranaire avec circulation des fluides

2.2.2  Mise en circulation des fluides

Avant chaque test, le substrat a ét¢ injecté dans le circuit du bioréacteur membranaire grace
a une pompe péristaltique a débit rapide (ISM 849) en 30 minutes environ. Le temps initial de la

fermentation correspond a la fin du remplissage du circuit.
2.2.3 Mise en régime permanent

Au cours de la fermentation, le systéme a été ensuite alimenté en continu en substrat grace
a une pompe péristaltique (ISM 940E, Ismatec). Une solution de soude a été ajoutée en continu
grace a une pompe péristaltique (LabCraft, Jobin Yvon Instruments). La concentration et le débit
de la solution de NaOH ont été optimisés au cours des fermentations afin de maintenir le pH en
sortie du réacteur 5,0 £ 0,2. Une solution de soude a 0,5 M a été ajoutée en continu, dans le but de
stabiliser le pH a la valeur souhaitée. La température du module membranaire a été maintenue a
37°C au cours de la fermentation grace a de 1’eau chauffée par un bain thermostaté (Polystat™
24, Fischer Scientific), circulant dans un tube positionné en serpentin autour du module
membranaire. En conditions de référence, les fibres ont été balayées par du N, a un débit moyen
de 11 mL/min, en co-courant avec la circulation de I’alimentation en substrat. Au niveau de la
sortie des gaz, des piéges froids permettent de piéger les condensables. Au niveau de la sortie
liquide du bioréacteur, le pH et la conductivité ont été mesurés et enregistrés en continu grace a
un analyseur multi-parametres (C3020, Consort). Le nettoyage du bioréacteur membranaire a été

réalisé par vidanges et ringages répétés de la calandre avec de 1’eau osmosée.
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2.2.4  Fonctionnement sans gaz de balayage

Plusieurs tests ont été réalisés sans gaz de balayage (cf chapitre III), selon le schéma
présenté sur la figure 24. Afin de mesurer les débits d’hydrogene et de CO, en sortie du module
membranaire, de 1’azote a été injecté dans la ligne de gaz en sortie du module membranaire a un

débit moyen de 11 mL/min.

2.2.5

H,, N,, CO,

A
«— N, = Fibres creuses
Fibres creuses

Effluent @ @ supplémentaires
libre ——> Lignegaz
—> Ligneliquide
NaOH

alim

Figure 24 : Schéma simplifié¢ du fonctionnement du BRM sans gaz de balayage

Fonctionnement avec ajout de fibres creuses dans le module membranaire

Deux tests ayant pour objectif d’analyser le profil du biofilm se développant a la surface

des fibres creuses ont été réalisées (cf chapitres III et V). Comme les fibres creuses ont été

empotées de fagon irréversible dans le module membranaire, des fibres supplémentaires ont été

ajoutées au début du test comme présenté sur le schéma de la figure 25. Dans la configuration

sans gaz de balayage (figure 25a), afin de mesurer les débits d’hydrogeéne et de CO, en sortie du

module membranaire, de 1’azote a ¢été inject¢ dans la ligne de gaz en sortie du module

membranaire a un débit moyen de 11 mL/min.

H;, Ny, CO,
N

Effluent

! ||
|I|

alim

NaOH

Hy, Ny, CO,
A

H,, CO,

Effluent
libre

oy

alim

<«

NaOH

Fibres creuses

>

N,

)(_ N, Fibres creuses
supplémentaires
H,, CO, .
-3 Lignegaz
| —> Ligneliquide
ll

Figure 25 : Schéma simplifié du fonctionnement du BRM avec des fibres creuses supplémentaires, sans gaz de

balayage (cf chapitre III) (a) et avec gaz de balayage (cf chapitre V) (b)
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Apres le fonctionnement du réacteur et le retrait des fibres, celles-ci ont été séparées en
trois segments de 6 cm chacun. Les flocs ont été récoltés dans le fond du BRM. Tous les
¢échantillons ont ¢été immédiatement stockés dans une solution d’agent fixateur (tampon
cacodylate 0,2M, H,0, tétroxyde d’osmium 4%) a I’obscurité a 4°C avant leur analyse par

microscopie électronique a balayage.
3 M¢éthodes d’analyse des fermentations

3.1 Caractérisation des biomasses

3.1.1 Mesure des matiéres séches et minérales, calcul des matiéres volatiles

Un échantillon de biomasse est déposée dans un creuset de porcelaine préalablement séché
et taré my, puis ’ensemble est pesé (m;) et est incubé a 105°C pendant 24h. L’eau s’étant
évaporée, la masse de biomasse restante dans le creuset correspond aux maticres séches (MS). Le
creuset est ensuite pesé apres refroidissement dans un dessiccateur m,. Les matiéres séches (MS)

se calculent a partir de 1’équation (1).

-1\ my—mg
MS(g.kg™) = p— X 1000(1)
Le creuset est ensuite incubé dans un four a moufle a 550°C pendant 2h. La matiere
restante dans le creuset correspond aux matiéres minérales (Mi). Le creuset est pesé apres

refroidissement dans un dessiccateur m;. Les matiéres minérales se calculent selon 1’équation (2).
; -1y _ M3~Myp
Mi(g.kg™) = p— x 1000 (2)
La différence entre les MS et les Mi correspond aux matiéres volatiles (MV).

3.1.2  Analyse de la composition élémentaire

L’analyse de la composition élémentaire de la biomasse est réalisée par spectrométrie
d’émission atomique par torche plasma (ICP-AES = Inductively Coupled Plasma-Atomic

Emission Spectrometry).

La fraction soluble obtenue aprés centrifugation et filtration sur un filtre de 0,45 pm est
analysée directement par ICP-AES, la fraction totale ou le culot de centrifugation de la biomasse
nécessitent quant a eux une étape de minéralisation. Lors de cette étape, 3 mL d’acide nitrique
(HNO3) Trace Select (Sigma) sont ajoutés a 0,5 g de biomasse, puis 1’ensemble est minéralisé par

le minéraliseur micro-ondes Eco (Anton Paar) a 200°C pendant 25 minutes. L

Lors de l’analyse, I’échantillon mélangé a 1’argon est nébulis¢ sous forme de fines
gouttelettes et est ensuite entrainé vers le plasma d’argon a couplage inductif dont la trés haute

température (8000°C) permet d’ioniser et d’exciter les ions présents dans 1’échantillon. Les
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radiations émises lors de la désexcitation des ions sont séparées par un polychromateur, puis

détectées par un spectrophotomeétre ICPAES 720ES (Varian).

Un étalonnage externe est utilisé¢ pour quantifier les éléments présents dans les échantillons.
3.1.3 Dosage de glucides solubles

La quantit¢ de glucides présents dans les échantillons est déterminée par dosage
spectrophotométrique. Les résultats sont donnés en équivalents hexose. Cette méthode permet
d’obtenir un résultat indépendant de la nature des sucres en solution. Pour chaque échantillon, le
dosage est réalisé en triplicat. Pour les prélévements initiaux et finaux, le dosage est réalisé sur

deux prélevements indépendants.

Pour le dosage des sucres solubles, une aliquote de surnageant est décongelée. Pour le
dosage des sucres totaux, une aliquote de la fraction totale est décongelée. Les échantillons sont

centrifugés durant 15 min a 15000 tr/min puis dilués dans de 1’eau ultra-pure.

Une solution d’anthrone dissous (2 g/L) dans de 1’acide sulfurique a 95% est réalisée. 1 mL
de I’échantillon a analyser est pipeté dans un tube en verre puis recouvert de 2 mL du réactif a
I’anthrone. Une gamme étalon de six dilutions (0 @ 100 mg/L) d’une solution mére de glucose est
préparée dans les mémes conditions. Aprés homogénéisation, les tubes sont incubés 20 minutes a
80°C et aussitot placés dans un bac de glace pour stopper la réaction. Aprés retour a température
ambiante, I’absorbance des échantillons et des étalons est mesurée par spectrophotométrie (Cary 3
UV-Visible, Palo Alto, Etats-Unis). La concentration des différents échantillons est obtenue grace
a la droite d’étalonnage. Les teneurs en glucides des fractions solubles en début et en fin de
fermentation permettent de calculer un rendement en hydrogéne en moles d’hydrogéne produit

par moles d’hydrogéne consommé (mol/mol).
3.1.4 Dosage de la DCO totale

Les analyses de la DCO totale des biomasses est réalisée a I’aide de tubes prédosés (Hanna
Instruments). Pour chaque échantillon, le dosage est réalisé en triplicat. Un échantillon de maticre
séche de biomasse est ajouté dans le tube. L’échantillon est digéré en présence de dichromate a
150°C pendant 2h. Tous les composants organiques oxydables réduisent les ions dichromates
(orange) en ions chromiques (verts). La quantité de DCO dans les échantillons est déterminée par

dosage spectrophotométrique (A=280 nm). Les résultats sont donnés en gpco/kg.
3.2 Analyse des gaz produits en bioréacteur

Les analyses des gaz produits sont réalisées grace a un microchromatographe en phase
gazeuse (L-GC) M200 (Agilent Technologies) et un T-3000 (SRA Instruments). Les deux nGC

sont équipés de deux modules et détecteurs de conductivité thermique (TCD). Ces modules
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comportent une colonne a tamis moléculaire de 0,5 nm (10 m x 0,32 mm, 30 mm) et une colonne
PoraPLOT U (8 m x 0,32 mm, 10 um) pour la séparation des gaz N,, CHy4, O,, H, et CO,. Une
membrane gaz/liquide est placée en amont du pGC-TCD afin de retenir toutes les phases

condensées. Une série de 3 analyses de 75 s est réalisée toutes les 10 min durant la fermentation.

3.3 Analyse des acides gras volatils (AGV) produits en bioréacteur par
HPLC-UV et des glucides solubles par HPLC-RI

Les AGV et les glucides solubles sont analysés par chromatographie liquide a haute
pression (HPLC) couplée a un détecteur UV (A = 210 nm) et a un détecteur mesurant I’indice de
réfraction (RID). Les surnageants échantillonnés sont centrifugés durant 15 min a 15 000 tr/min
puis filtrés a 0,2 um. Un volume de 20 uL est injecté dans une colonne chromatographique
Agilent HiPlex-H (7,7 m x 300 mm, 8 pm) précédée d’une colonne de garde Hiplex H (7,5 m x
50 mm x 8 um) placée dans un four a 65°C et traversée par une phase mobile avec un débit de 0,4
mL/min, en élution isocratique d’H,SO, a 5 mM. Pour chaque échantillon, 1’analyse est réalisée

en duplicat.

Une droite d’étalonnage des composés majoritairement présents sur les chromatogrammes
obtenus (citrate, pyruvate, succinate, lactate, formiate, tartrate, acétate, propionate, butyrate,
valérate, isovalérate, glucose, fructose, arabinose) est réalisée afin de pouvoir calculer leurs

concentrations dans les échantillons.

3.4 Analyse des alcools produits en bioréacteur par GC-FID

L’analyse des alcools est réalisée par chromatographie en phase gazeuse avec un
chromatographe équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID) (7890A GC, Agilent
Technologies) et d’un injecteur automatique. La colonne chromatographique, HP-INNOWax (30
m x 0,250 mm, 0,50 pm) (Agilent Technologies), comporte une phase stationnaire en
polyethyléne glycol et est spécifique a 1’analyse des alcools. De I’hélium a un débit de 0,6
mL/min est utilisé comme gaz vecteur. Les surnageants échantillonnés sont centrifugés durant 15
min a 15 000 tr/min puis filtrés a 0,2 um. Le volume d’injection est 0,5 uL en mode split 1:200.
Le programme de température du four comporte un plateau de 4 min a 45°C suivi d’une rampe de
10°C/min jusqu’a atteindre 200°C. Le temps d’analyse est ainsi fixé a 23,5 min. Pour chaque

échantillon, I’analyse est réalisée quatre fois.

Une droite d’étalonnage des composés majoritairement présents sur les chromatographes
obtenus (éthanol, butanol, propan-1-ol) est réalisée afin de pouvoir calculer leurs concentrations

dans les échantillons. Un étalon interne est utilisé (isopropanol).
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3.5 Bilan de matiere

Un bilan matiere a été réalisé entre la composition organique soluble initiale et finale. Pour
cela, les sucres, les métabolites et les gaz produits sont convertis en équivalent DCO (g
¢q. DCO/mol) grace a la réaction d’oxydation de la matiére organique (37) établie par Angelidaki
et Sanders (2004).

C,H,0, + (n+3—§) 0, = nCO; +H,0 (37)
3.6  Analyses microbiologiques

3.6.1 Analyse par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

L’analyse MEB est sous-traitée au Centre d’Imagerie de 'IGBMC. Les échantillons de
fibres et de flocs sont extraits du module membranaire et aussitot placés dans un agent fixateur
(tampon cacodylate 0,2M, H,0, tétroxyde d’osmium 4%(m/v) a 1’obscurité a 4°C. Ils ont ensuite
¢été déshydratée dans de 1’éthanol a des concentrations croissantes (de 50% a 1’éthanol absolu). La
déshydratation est achevée par I’ajout d’hexaméthyldisilazane. Aprés évaporation du produit,
I’échantillon est déposé sur un plot métallique recouvert de scotch carboné. Pour que 1’échantillon
réémette les électrons a l’intérieur de la chambre d’observation du microscope, celui-ci est
recouvert d’une fine pellicule de palladium a 1’aide d’un métalliseur pendant 6 minutes.

L’observation est ensuite réalisée au MEB.
3.6.2 Etudes de communautés bactériennes
3.6.2.1 Extraction de I’ADN bactérien

Les extractions sont réalisées a partir de culots de centrifugation (4500 tr/min, 30 min)
stockées a -20°C L’ADN génomique est extrait et purifié a I’Institut Botanique, UMR7156
Génétique Moléculaire Génomique Microbiologique, Département Micro-organismes, Génome
Environnement, équipe Adaptation et Interactions microbiennes dans 1’Environnement. en
utilisant le kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP) en suivant le protocole recommandé par le
fabricant. La concentration d’ADN génomique extrait est déterminée en utilisant le kit Quant-

iT™ PicoGreen® (Invitrogen).
3.6.2.2 Séquencage

Le séquencage des séquences d’échantillons d’intérét a été sous-traité a I’'INRA Transfert
Environnement a Narbonne a partir de I’ADN total extrait. Les régions variables V4-V5 des geénes
codant pour I’ARN ribosomal 16S sont amplifiés par PCR grace a des amorces spécifiques. Les

échantillons sont séquencés avec le séquenceur MiSeq (Illumina). Le traitement bioinformatique
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des séquences est réalisé par ’INRA transfert. L’identification des espéces bactériennes est
réalisée au laboratoire en utilisant le logiciel en ligne NCBI Nucleotide Blast et la base de
données 16S ribosomal RNA sequences. Seules les séquences présentant un pourcentage de

similarité supérieur a 97% sont considérées comme appartenant au méme phylotype.
La diversité bactérienne est estimée via les indices de Shannon, de Simpson et ACE.

L’indice de diversit¢ de Shannon estime la diversité des taxons contenus dans un
¢chantillon environnemental, en tenant compte du nombre de séquences obtenues pour chaque
taxon (Mouillot et Leprétre, 1999). Plus sa valeur augmente, plus la population observée possede

une diversité élevée.

L’indice de Simpson aussi appelé indice de dominance, tient compte du nombre de taxons
observés et de la part de chaque taxon dans la population totale. Cet indice donne plus de poids
aux taxons les plus représentés. Plusieurs indices de diversité sont déclinés a partir de cette
définition. Celui utilisé dans cette ¢tude rend compte de la probabilité de sélectionner
aléatoirement deux séquences appartenant a deux OTU différents. Autrement dit, plus cette

probabilité est élevée, plus la diversité de 1’échantillon est élevée.

L’indice ACE (Abundance-based Coverage Estimator of species richness) est un indice de
richesse, utilisée pour estimer le nombre d’espéces en utilisant le taux de couverture, qui est défini
comme la somme des probabilités des especes observées. La méthode ACE divise les fréquences
observées en groupes abondants et rares. Les especes abondantes sont celles avec plus de 10
individus dans 1’échantillon, le reste représentant les especes rares. Seule la présence ou I’absence
d’espéces abondantes est considérée dans cette méthode (Kim et al., 2017). Plus cet indice est

¢élevé, plus le nombre d’especes est élevé.
3.6.2.3 Analyse gPCR

La réaction en chaine par polymérase quantitative (QPCR) est une technique de biochimie
permettant de mesurer la quantité d’ADN d’un échantillon, en mesurant la quantité d’amplicons

(portions d’ADN) produite lors de la réaction.

L’analyse par qPCR été sous-traitée a I’'INRA Transfert Environnement a Narbonne a partir

de I’ADN total extrait comme précédemment décrit.

3.7 Analyse statistique multivariée des tests réalisés en bioréacteur

semibatch

L’analyse statistique des données a ¢été réalisée en collaboration avec le Laboratoire
d’HYdrologie et de GEochimie de Strasbourg (LHYGES) UMR CNRS/EOST 7517, Strasbourg.
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L’analyse statistique multivariée a été réalisée avec le logiciel R (R Development Core
Team, 2017) a partir de différentes matrices de données expérimentales (composition des
biomasses, productions de métabolites, composition taxonomique des extraits d’ADN des tests a
24h).

3.7.1 Clustering

L’analyse par cluster décrit une classe de techniques dont 1’objectif est de placer des objets
dans des groupes (clusters). Les dissimilarités entre les objets dans ces groupes doivent étre plus
petites que celles entre les groupes. La définition d’un cluster varie, et les différentes techniques
d’analyse de cluster peuvent approcher le probléme de maniéres tres différentes. L’analyse par
classification hiérarchique peut étre réalisée en utilisant une matrice « objet x objet» de
dissimilarités ou distances. Son objectif est de trouver un bon, méme si ce n’est le meilleur,
regroupement d’objets basé sur les distances fournies de fagon hierarchique, d’abord en

regroupant les objets avec les plus faibles dissimarités avant de continuer.

La méthode de Ward détermine quels clusters et/ou entités individuelles rassembler en
¢valuant le «colt» de ce rassemblement contre une fonction objective (Ward, 1963). Les
rassemblements avec les colits minimaux sont réalisés a chaque étape de I’algorithme. Chaque
rassemblement possible est évalué a chaque étape de 1’algorithme et celui qui donne la plus petite
augmentation des écarts-types est choisi. Ainsi, on agrége les individus qui font le moins varier

I’inertie intra-classe.
3.7.2  Analyses multidimensionnelles

Afin de visualiser les dissimilarités entre les taxa bactériens associés a la production
d’hydrogene et de métabolites et la composition des biomasses testées, différentes analyses
multidimensionnelles (ACP, NMDS) sont menées sur une matrice de dissimilarité Bray-Curtis sur

laquelle a été appliquée la transformée avec Hellinger (Legendre et Gallagher, 2001).

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode utilisée pour résumer, dans
un espace de faibles dimensions, la variance d’un nuage de points multivariés. Ce faisant, cela

fournit un apergu des relations linéaires entre les objets et les variables.

Le positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS) est une analyse indirecte qui
produit une ordination. A I’inverse de I’ACP, qui cherche a représenter le maximum de variance
du nuage de points, la NMDS essaie de représenter la dissimilarité deux a deux entre objets dans
un espace a faible nombre de dimensions, ¢’est-a-dire que les données de distance originales sont
remplacées par des rangs. Alors que l’information concernant la grandeur des distances entre
objets est perdue, la méthode est robuste pour les données n’ayant pas une distribution
identifiable.
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Enfin, combiner les résultats d’une analyse de clustering hierarchique avec une ordination,
telle que celle produite a partir d’une analyse multidimensionnelle peut aider a valider des clusters

potentiels en fournissant des perspectives alternatives sur les données.
4 Criteres de performances

4.1 Parametres issus de la modélisation selon I’équation de Gompertz

modifiée

Avec les conditions de fermentation utilisées en réacteur semibatch, le profil de production
cumulée d’hydrogene peut étre modélisé efficacement avec 1’équation de Gompertz modifiée (3):
Rmax.(x—t).e_'_1
H(t) = Hpax-€7° Hmax (3)
Cette modélisation donne accés au maximum de production cumulée d’hydrogéne H ..

(Lh,/Licactenr)> @ la vitesse maximale de production R,,x (Ly,/Licacten/h) €t au temps de latence A (h).
4.2  Parametres de production et de rendement

Le rendement de production d’hydrogene par mole de glucides initialement présents Ry,
ajoute €st le rapport de la quantit¢ d’H, produit et de la quantité de glucides initiaux dans le

bioréacteur. Le résultat est donné en moly/moljexose.

Le rendement de production d’H, par mole de glucides consommés Ry consomme €St 1€
rapport de la quantité d’H, produit et de la différence de quantité de glucides initiaux et de la

quantité de glucides dosés en fin de fermentation. Le résultat est donné en moly/moljexose.

La production Py, correspond au rapport de la quantité d’H, produit et du volume de travail
(en L/L) et la production P’y, correspond au rapport de la quantité d’H, produit et de la masse ou

du volume de biomasse ajoutée dans le bioréacteur (en L/kg ou L/L).

Le rapport molaire H,/CO, représente le rapport molaire de la quantité d’H, produit sur la

quantité de CO, produit.
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Chapitre 111

Robustesse et limites du procédé

en BRM L/G sans ensemencement initial

1 Introduction

Le maintien d’une faible pression partielle en hydrogene et la rétention des bactéries
productrices d’hydrogéne dans le milieu de culture sont deux paramétres essentiels du procédé de

fermentation obscure. La plupart des études se concentrent sur un seul de ces parameétres.

L’extraction de I’hydrogéne peut étre réalisée sans action particuliére (extraction libre),
mais une extraction forcée favorise I’amélioration des performances de production d’hydrogéne.
Plusieurs stratégies de diminution de la pression partielle en hydrogéne ont été étudiées (tableau
8) : utilisation d’un gaz de balayage (Mizuno et al., 2000 ; Kim et al., 2006 ; Clion, 2015 ;
Bakonyi et al., 2017), relachement intermittent de pression (Gadamshetty et al., 2009) ou légere
dépression continue (Lee et al., 2012 ; Clion, 2016), extraction membranaire liquide/gaz seule
(Liang et al., 2002 ; Zheng et al., 2010) ou combinée a I’utilisation un gaz de balayage
(Clion, 2016).

Plusieurs études ont été réalisées avec un gaz de balayage inerte (azote) (Mizuno et al.,
2000 ; Kim et al., 2006 ; Clion, 2015), pour lesquelles le rendement en hydrogéne est amélioré de
23 a 88% et la productivité est multipliée par 2,6 a 3,7. Cependant, ’ajout d’une étape de
séparation H,/N, ou Hy/Ar augmente le colit énergétique du procédé. Ainsi, I'utilisation du CO,
issu du procédé a également été envisagée, du fait de la séparation plus aisée du mélange H,/CO,.
Dans ce cas, une amélioration des performances de production d’hydrogeéne a également été
constatée (Kim et al., 2006; Kim et al, 2012; Bakonyi et al., 2017). L’étude de
Bakonyi et al. (2017) montre notamment la mise en ceuvre du bioréacteur avec une membrane de
séparation gaz/gaz permettant de retenir le CO, produit et de le réintroduire dans le milieu

réactionnel, avec une augmentation de la productivité de 25% en comparaison avec un CSTR.

Nasr et al. (2015) ont étudié I’effet de la séquestration du CO, dans I’espace de téte sur les
communautés microbiennes. Cette étude montre une augmentation du rendement hydrogéne de
22%, ainsi qu’une augmentation de la quantité d’acétate produite, couplée a une diminution de la
quantité de butyrate. Cependant, 1’étude de Park ef al., (2005) est contradictoire avec ces résultats.

Dans ces travaux, le retrait du CO, du ciel gazeux permet d’augmenter la production d’hydrogéne.
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Une diminution de la pression, méme faible, dans le bioréacteur représentent un surcotit
énergétique. Cette stratégie permet malgré tout une augmentation de 16% du rendement et 24%
de la productivité¢ (Clion, 2016) et de 8% du rendement et de la productivité en hydrogene
(Lee et al, 2012). Le relachement intermittent de pression a également été testé
(Gadhamshetty et al., 2009) et donne lieu a un gain de 8% du pourcentage d’hydrogéne dans le

biogaz par rapport a un fonctionnement avec extraction libre.

Tableau 8 : Exemples de stratégies de diminution de la pression partielle en hydrogéne dans le milieu réactionnel

Source de Ry, Py,
carbone Inoculum Réacteur Stratégie (mol/mol) (mL/L/h) Reférence
Glucose Cultures mixtes CSTR Extraction libre 0,85 49,9%*
Balayage N» Mizuno et al., 2000
3 0,
Glucose Cultures mixtes CSTR (110 mL/min) 1,43 (+68%) 184 (x3,7)
Glucose Boues UASB BRM Membrane + vide 0,92 3 mmol/gyss/h  Liang et al., 2002
Saccharose  Boues STEP CSTR Extraction libre 0,77 na

Balayage biogaz produit

Saccharose ~ Boues STEP CSTR 0,86 (+11%) na

(100 mL/min)

Bal N Kim et al., 2006
Saccharose  Boues STEP  CSTR aayage T 095(+23%)  na

(300 mL/min)

Bal Cco
Saccharose  Boues STEP ~ CSTR alayage - 1,68(x22)  na

(300 mL/min)
Glucose .

na Semibatch Membrane na na Zheng et al., 2010

+levure
Déchets Déchets ASBR Balayage CO, 2,72-3,18 77,5904  Kimeral., 2012
alim. alim..
Sucrose Boues STEP CSTR Pression réduite 1,74 409* Leeetal., 2012
Sucrose Compost Semibatch Relachement ponctuel 2.15% na Gadamshetty et al.,

de pression 2009
Glucose Boues STEP Semibatch Extraction libre 1,12 104
Glucose Boues STEP Semibatch Balayage N, 2,11 (+88%) 268 (x2,6)

. . . . Clion, 2016
Glucose Boues STEP Semibatch Faible dépression 1,32 (+16%) 129 (+24%)
Glucose Boues STEP BRM Membrane ?;%00/-;’20 97-159 (+24%)
0
Glucose Boues STEP BRM Balayage CO; produit - 370-383%* Bakonyi et al., 2017
*recalculé

**calculé a partir de 4,3 moly/mol saccharose
na : non analysé

L’utilisation d’une membrane perméable a 1’hydrogene placée dans le milieu de culture a
¢galement été envisagée, afin de simuler le role des bactéries méthanogénes consommatrices
d’hydrogéne (Zheng et al., 2010). La membrane doit ainsi avoir des propriétés de surface
favorables a la colonisation par un biofilm, étre mise en ceuvre en conditions immergées et étre
perméable au flux d’hydrogeéne généré par le biofilm. L’étude de Zheng et al., (2010) a montr¢ la
faisabilité de ce systéme. Le biogaz diffuse dans la lumiére des fibres creuses et est retiré¢ par une
pompe a vide. Dans 1’étude de Liang ef al. (2002), I’utilisation d’une membrane de fibres creuses

augmente le rendement en d’hydrogéne de 9%. Si plus de fibres étaient utilisées, I’augmentation
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de la surface de la membrane permettrait d’extraire plus d’hydrogéne et de diminuer davantage la

pression partielle en hydrogéne.

Les contacteurs membranaires L/G a fibres creuses sur lesquelles se développent un biofilm
ont été étudiés pour la production de carburants ou produits chimiques valorisables a partir de gaz
de syntheése (mélange H,/CO), le gaz étant distribué par la membrane (Wang et al, 2018 ;
Chen et al., 2018 ; Zhang et al., 2013). La formation d’un biofilm a la surface des fibres creuses a
¢été observée. Pour le traitement d’eaux usées, Fu ef al. (2017) ont utilisé un module membranaire
a fibres creuses pour la formation d’un biofilm, en diffusant du CH, dans la lumiére des fibres
pour la dénitrification. Cette étude révele une organisation des communautés bactériennes en deux
couches/fonctions. Cette configuration a permis d’augmenter les performances du réacteur, par la
sélection des especes bactériennes (modifications par rapport a I’ensemencement) et la formation

de granules microbiens.

Le lessivage des bactéries productrices d’hydrogene est un autre probléme. Pour améliorer
la rétention des bactéries productrices d’hydrogéne dans le milieu réactionnel, diverses
configurations de bioréacteurs a biomasse immobilisée ont été testées. Leur objectif commun est
de découpler le temps de séjour des bactéries productrices d’hydrogéne du TSH. Les cellules
bactériennes, en présence d’un support, vont progressivement coloniser sa surface et former un
biofilm. Le support ou les granules sont généralement disposés dans une colonne alimentée par le
bas a I’aide d’une pompe, 1’écoulement se faisant de fagon ascensionnelle vers une sortie haute.
L’inconvénient majeur de cette configuration est l’installation d’un gradient de pH et de
nutriments. Park et al., (2018b) ont mis en évidence la formation d’'une membrane dynamique,
c'est-a-dire d’un biofilm sur une membrane de microfiltration solide/liquide. De plus, I’extraction

de I’hydrogéne n’est pas optimisée.

Lors de travaux précédents au laboratoire, la faisabilité de la mise en ceuvre en mode
continu du procédé de fermentation obscure en bioréacteur membranaire en configuration
liquide/gaz a été démontrée (Ernst et al., 2015). Un module membranaire a fibres creuses est
utilisé. L’objectif de ce dispositif est double : permettre 1’extraction continue de ’hydrogéne et du
CO, via la membrane constituée des fibres creuses et fournir un support pour le développement
d’un biofilm producteur d’hydrogéne. Le milieu fermentaire est mis en circulation dans la
calandre du module, a I’extérieur des fibres creuses. Les gaz produits sont extraits en continu via
les fibres creuses dans lesquelles circule un gaz de balayage, diminuant ainsi la pression partielle
en hydrogéne. Une séparation de type liquide/solide permettant d’éviter le lessivage des matiéres
en suspension avec le renouvellement de la phase liquide est également partiellement réalisé par
décantation dans le module membranaire. Ceci est permis par la géométrie du module, présentant
un volume mort sous 1’arrivée de liquide. Il s’agit de la seule étude en continu en application au
procédé de fermentation obscure en bioréacteur membranaire. Les travaux de thése de Clion

(2016) révelent que les productivités en BRM sont triplées en comparaison avec un CSTR. De
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facon exploratoire, un test a montré la possibilité de mettre en fonctionnement le BRM sans aucun

apport microbien externe aprés un premier ensemencement (Clion, 2016).

Les travaux présentés dans ce chapitre concernent le développement de ce procédé, avec
plusieurs études exploratoires visant a améliorer le procédé et a enrichir les connaissances sur son
fonctionnement. Afin de simplifier la mise en ceuvre, ces tests seront réalisés avec une solution de
substrat modele (glucose et nutriments) ; la finalité de ces travaux étant de mettre en ceuvre le
systéme avec un substrat réel. La possibilité de la mise en ceuvre sans réensemencement du
module membranaire devra étre validée. L’objectif est de déterminer si le fonctionnement du
bioréacteur sur une longue période avec des arréts, vidange et reprise de la production est possible
sans réensemencement. Puis, diverses possibilités d’amélioration de 1’extraction des gaz seront
testées : optimisation du débit du gaz de balayage (azote), balayage sous CO,, fonctionnement
sans gaz de balayage. Une étude sur la répartition des espéces bactériennes au sein du module
membranaire (effluent liquide, surface des fibres creuses, flocs) lors du régime pseudo-stable sera
réalisée, dans le but d’identifier la localisation des bactéries productrices d’hydrogene. Les limites
opératoires de fonctionnement du procédé en termes de temps de séjour hydraulique (TSH) et de
débit d’alimentation en substrat (DAS) sont encore peu connues, ainsi que leur effet sur les
performances de production d’hydrogéne, le métabolisme et la composition de la culture
bactérienne. Nous nous proposons donc d’étudier les corrélations entre ces deux facteurs (TSH et

DADS) et les performances de production d’hydrogene.

2 Robustesse de la production sans ensemencement initial du

module membranaire

Le principe des tests réalisés est présenté sur la

. L N, H, CO, |TSH=13,3-14,0 h
figure 26. Le premier test sans réensemencement initial DAS=0,8-0,9 g/L/h

Effluentlibre Viravait sem = 500 mL
T=37°C

avec des boues de station d’épuration (STEP) traitées

thermiquement a été réalisé lors de précédents travaux
au laboratoire, 6 jours aprés le dernier ensemencement
(BRM-6j*) (Clion, 2016). Les tests suivants ont été

réalisés dans des conditions similaires, 330, 365, 418 et ~ NaOH ———>

432 jours apres le dernier réensemencement du module
Glucose + nutriments

membranaire en début de test. Pour comparaison, les

N,

résultats de production du dernier test avec
ensemencement initial du module membranaire Figure 26 : Configuration des tests sans

(BRM-E*) (Clion, 2016) sont rapportés. Le tableau 9 réensemencement initial

présente les conditions opératoires de ces tests.
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Tableau 9 : Conditions des tests suivant le dernier réensemencement du module membranaire

Durée depuis dernier TSH DAS Régime

Test ensemencement (j) (h) (g/L/h) pseudo-stable
BRM-E* 0 11,0 1,1 de 26h a 68h
BRM-6j* 6 14,0 0,9 de60a134h
BRM-330j 330 13,7 0,8 de36a96h
BRM-365j 365 13,5 0,8 de48a120h
BRM-418j 418 14,0 0,8 de30a96h
BRM-432j 432 13,3 0,8 de30a68h

*données issues des travaux de thése de Clion, 2016
Dans cette partie, les productions d’hydrogene et de métabolites seront présentées. Les

compositions des consortia bactériens présents a t = 68h dans D’effluent liquide du BRM

ensemencé en début de test (BRM-E) et de BRM-418j seront comparées.

2.1  Production d’hydrogéne

La figure 27 présente les débits de production d’hydrogene (a) et de dioxyde de carbone
(b), ainsi que les suivis du pH (c) et du potentiel d’oxydoréduction (d) au niveau de I’effluent du

module membranaire.

Le temps de latence (<6 h) est suivi d’une augmentation exponentielle de la productivité
jusqu’a un maximum (2,5-4,0 mLy,/L/min), puis d’une baisse de la productivité jusqu’a la mise
en place d’un régime pseudo-stable, hormis pour le test correspondant a BRM-E*. Lors de cette

derniere phase, la productivité tend a décroitre pour tous les tests, sauf pour BRM-365;.

Le maximum de productivité est variable ; il a lieu vers 24 h et oscille entre 2,5 et 4,0
mLy,/L/h. Pour BRM-418j et BRM-432j, le maximum de productivité est atteint 12 h plus tot que
pour les autres tests et est respectivement de 2,5 et 3,0 mLy,/L/min. Lors du régime pseudo-stable,
pour BRM-6j*, la productivité décline légérementdet=24hat=38h. Det=38hat=62h,la
productivité a baissé de 3,0 a 2,5 mLy,/L/min. Les productivités des tests BRM-330j, BRM-365j
et BRM-432j sont proches (2,5 mLy,/L/min) a t = 30 h et décroissent a 1,7 mLy,/L/min jusqu’a t
=100 h. La productivité du test BRM-418j, augmente de 1,5 mLy,/L/min a t = 24h pour atteindre
2,0 mLy,/L/min a t = 54 h, rejoignant ainsi la productivité des autres tests (figure 27b), si ce n’est

que la productivité reste plus stable au cours de la phase pseudo-stable.

Les valeurs de pH (figure 27c) et de potentiel d’oxydoréduction (figure 27d) en sortie
liquide du BRM sont dans les gammes favorisant le développement de bactéries acidogénes. Au
début du test, les variations observées pourraient résulter de 1’adaptation des microorganismes a
leur nouvel environnement de culture. Dans 1’étude de Lin et al., (2017), des valeurs moyennes
comprises entre -450 et -480 mV sont observées. Dans cette étude, des fluctuations de potentiel

d’oxydoréduction ont été observées lors de la survenue de coupures de 1’alimentation.
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Figure 27 : Production d’hydrogéne, lors du dernier ensemencement et de 6 jours a 432 jours aprés le dernier

Les

ensemencement du module membranaire. Débits d’hydrogéne (a), débits de CO, (b), pH (c), potentiel
d’oxydorédution (d). Pour les tests BRM-E*, BRM-418j et BRM-432j, le potentiel d’oxydoréduction n’a pas été

enregistré.

performances de production d’hydrogéne des différents tests (rendement en hydrogéne

par rapport a la quantité de glucose ajoutée et consommée Ry,, productivité Py, et rapport molaire
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H,/CO, sont présentées dans le tableau 10. Les calculs ont été effectués sur les périodes pseudo-

stables de la production d’hydrogéne (cf tableau 9).

Tableau 10 : Consommation du substrat, rendement en hydrogéne par rapport a la quantité de glucose ajoutée
(glucose ajouté) et a la quantité de glucose consommée (glucose conso.), productivité en hydrogéne, rapport
H,/CO,, en fonction du temps écoulé depuis le dernier ensemencement du module membranaire avec des boues

de STEP traitées thermiquement

Conso. Ry, (mol/mol) Ry, (mol/mol) Py, pH Potentiel redox

Test glucose (%) (glucose ajouté) (glucose conso.) (mL/L/h) H,/CO, moyen  moyen (mV)
BRM-E* 60 1,09 1,81 153,0 1,27 5,2 na

BRM-6j* 99 1,41 1,44 179,0 0,83 4,7 -417

BRM-330j 100 1,08 1,08 112,9 1,08 5,5 -520

BRM-365j 100 0,95 0,95 102,0 0,97 5.4 -535

BRM-418j 100 0,90 0,90 98,8 0,77 5,5 na

BRM-432j 98 1,07 1,13 118,6 0,90 5,0 na

Moy. 2330 sans g9 , 1,00 + 0,08 1,02 0,09 108,1+8,0 093+0,11 54 -528

ensemencement

*données issues de la these de Clion, 2016
**na = non analysé

La consommation du glucose est globalement trés élevée et similaire (299%) pour tous les
tests, hormis pour le test BRM-E*, pour lequel la consommation est plus faible (60%), expliqué
par un TSH plus faible et un DAS plus élevé ou par la spécificité de ce test correspondant a
I’ensemencement avec une mise en culture particuliére de I’inoculum. Les valeurs de rendement
et de productivité sont plus élevés pour BRM-6j que pour les tests suivants (1,41 moly,/molgcose
ajoute contre 1,00 £ 0,08 moly,/molgycose ajoute €t 179 mL/L/h contre 108,1 + 8,0 mL/L/h). Le rapport
molaire Hy/CO, est comparable pour tous les tests. Pour les deux tests réalisés aprées BRM-6j, le
rendement, la productivité en hydrogene et le rapport molaire H,/CO, sont proches et ne semblent

pas évoluer au cours du temps.

Ainsi, on note une légere baisse des performances de production d’hydrogene en BRM
entre 6 jours et 330 jours apres le dernier ensemencement du module membranaire.
De 330 jours a 432 jours, les performances de production d’hydrogene sont stables.
Les valeurs moyennes en période pseudo-stable de ces tests serviront de point de
référence pour les tests suivants.

2.2 Production de métabolites

La figure 28 présente une comparaison des valeurs moyennes des métabolites produits et

analysés lors du régime pseudo-stable (cf tableau 9) de fonctionnement des différents tests.
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Figure 28 : Comparaison du débit de production des métabolites lors du régime pseudo-stable des tests de
production d’hydrogéne en BRM en fonction du temps écoulé depuis le dernier ensemencement du module

membranaire avec des boues de STEP. Pour BRM-365j, I’éthanol n’a pas été analysé.

La consommation du glucose est totale ou quasi-totale pour tous les tests sans
réensemencement. Les profils de distribution des métabolites sont proches en termes de natures de
métabolites produits : 1’acétate (0,8-1,6 mmol/L/h), le butyrate (0,7-1,9 mmol/L/h) et 1’éthanol
(0,5-1,6 mmol/L/h) sont les métabolites majoritaires. Ces métabolites sont associés a la
production d’hydrogéne dans le cadre d’une production mixte acétate-butyrate ou acétate-éthanol.
Du formiate est également produit lors des tests BRM-E*, BRM-330j et BRM-418j (<0,5
mmol/L/h). Notons que le formiate produit représente une réserve de production d’hydrogéne non
exploitée puisqu’il peut également étre transformé en hydrogene et dioxyde de carbone en cours
de fermentation. D’autres métabolites, non associés a la production d’hydrogene (isovalérate,
lactate, propionate, succinate) sont également produits, mais en trés faibles quantités (<0,1
mmol/L/h).

Si 'on écarte le test BRM-365j, la productivit¢ en éthanol semble diminuer avec
I’augmentation de la durée de fonctionnement du BRM écoulée depuis le dernier ensemencement
du module membranaire. Sur cette méme période, notons que le rapport butyrate/acétate (B/A)
tend a augmenter. Il semble donc qu’il y ait un transfert d’un métabolisme acétate-éthanol vers un

métabolisme acétate-butyrate.

La figure 29 présente une comparaison des bilans DCO, effectués entre le glucose ajouté en
alimentation et les métabolites produits et analysés lors du régime pseudo-stable de

fonctionnement des différents tests.
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Figure 29 : Comparaison des bilans DCO lors du régime pseudo-stable des tests de production d’hydrogéne en
BRM en fonction du temps écoulé depuis le dernier ensemencement du module membranaire avec des boues de
STEP. Pour BRM-365j, I’éthanol n’a pas été analysé.

Seul le bilan du test BRM-E* est complet et correspond a celui pour lequel la
consommation de glucose n’est pas totale. Les autres bilans DCO sont globalement incomplets
(45-69%). Une part du bilan manquante peut étre liée a la croissance de la biomasse bactérienne
(multiplication cellulaire, synthese de polymeéres extracellulaires). De plus, tous les pics HPLC et
GC-FID ne sont pas identifiés. D’autre part, la transformation d’une partie du glucose en milieu
basique peut mener a la production d’acide gluconique. En effet, 1’arrivée de la soude sur le

circuit de I’alimentation en substrat peut potentiellement induire un tel effet.

2.3 Analyse microbiologique : comparaison des consortia bactérien des
tests BRM-E* et BRM-418§;

Des échantillons de I’effluent prélevés a 68h pendant les tests de fermentation en BRM
fraichement ensemencé par 1’inoculum provenant de boues de STEP (BRM-E) et le test BRM-

418j ont été analysés par séquengage Illumina a haut débit.

Le nombre d’OTU de I’échantillon BRM-418j est inférieur a celui de 1’échantillon BRM-
E* (tableau 11). Les indices de Simpson sont faibles pour les deux tests, ce qui est révélateur
d’une forte diversité bactérienne dans les deux échantillons. Cette diversité est extrémement
marquée pour 1’échantillon BRM-E*, I’indice de Simpson étant presque nul. Ainsi, la diversité

bactérienne a diminué avec le fonctionnement du bioréacteur sans réensemencement.
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Tableau 11 : Paramétres des échantillons analysés par séquencage, tests BRM-E* et le BRM-418j, a t=68h

Echantillon Nombre d’OTU Indice de Simpson
BRM-418j 100 0,20
BRM-E* 880 0,03

*données issues de la these de Clion, 2016

La figure 30 présente la répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) des échantillons

d’effluent des deux tests de fermentation en BRM fraichement inoculé ou non.

Pour les deux tests, une prédominance du phylum Firmicutes est observée (figure 30a),
mais avec une présence nettement moins importante dans 1’effluent de BRM-E* (54,6%) que dans
I’effluent de BRM-418j (80,6 %). On observe une diversité bactérienne beaucoup plus importante
dans le BRM-E* par rapport au BRM-418] avec en particulier la présence des phyla
Actinobacteria (3,7%), Bacteroidetes (11,5%) et Synergestetes (7,1%). Le phylum Proteobacteria
est 1égérement plus abondant dans 1’effluent de BRM-418j (19,1% contre 12,3%). La part d’autres
phyla dont I’abondance est inférieure a 2% est beaucoup plus importante dans 1’effluent du test
BRM-E.

Dans I’effluent du test BRM-E*, le phylum Firmicutes est plus diversifié, avec la présence
des familles Peptostreptococcaceae et Sporolactobacillaceae, absentes de 1’effluent du test BRM-
418j (figure 30a et figure 30b). Pour les deux échantillons, les Clostridiaceae représentent la plus
grande proportion (30,5% pour BRM-E* et 51,5% pour BRM-418j). La méme tendance est
retrouvée pour les familles des autres phyla. Notons que les Enterobacteriaceae sont présentes en
proportion importante (18,7%) uniquement dans I’échantillon du BRM-418j. Les
Ruminoccoccaceae sont présentes en proportions plus importante (+25%) dans le test BRM-418j,

de méme que les Clostridiaceae (+21,5%).

Ainsi, le fonctionnement sans réensemencement entraine un raffinage de la composition
bactérienne du milieu réactionnel. En effet, la diversité au niveau du genre est nettement plus
faible dans I’effluent de BRM-418; (figure 30c). Clostridium est présent en proportion importante,
avec 21,3% dans I’effluent de BRM-E* et 50,1% dans I’effluent de BRM-418j. Ethanoligenens
(24,2%), Enterobacter (18,7%) et Ruminococcus (3%) sont présents en proportions significatives

alors qu’ils ne sont présents qu’en tres faibles proportion dans I’effluent de BRM-E*.
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Figure 30 : Répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens principaux des échantillons de
fermentation des tests BRM-E* et BRM-418j a t = 68 h- Abondance >2% pour au moins un échantillon

La plupart des études rapportent que les producteurs d’hydrogeénes prédominants sont des
genres Clostridium et Enterobacter (Hung et al., 2011b ; Cabrol et al., 2017) et 1’association
Clostridium-Enterobacter a été observée dans plusieurs études (Koskinen et al, 2007;
Maintinguer ef al., 2008). Comme relevé par 1’étude de Tolvanen et al. (2010), quand a la fois des
anaérobes stricts et facultatifs coexistent en culture mixte, Enterobacter (présent apres 400 jours
sans réensemencement dans notre étude) contribue probablement a la production d’hydrogéne,
bien que n’étant pas le producteur majoritaire. Cependant, plusieurs travaux ont conclu que le réle
d’Enterobacter comme producteur d’hydrogéne dans les fermentations avec des cultures mixtes
n’était pas clair (Fang et Liu., 2002b; Hung ef a/., 2011b). Son role pourrait-étre de consommer

I’oxygéne du milieu en début de fermentation (Cabrol et al., 2017).
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Ethanoligenens est également un genre producteur d’hydrogéne ayant la propriété de
s’auto-agréger en phase de croissance exponentielle (Ren et al, 2009; Xing et al, 2008).
Ethanoligenens, Ruminococcus, Clostridium sont connues pour leur capacité a former des
agrégats cellulaires. Zoutberg et al. (1989) ont notamment rapporté la formation d’agrégats par
une culture pure de Clostridium butyricum a de hautes concentrations en glucose comme seule
source de carbone et d’énergie. Clostridium pasteurianum serait également promoteur de la
formation de granules grice a sa capacité a produire des exopolysaccharides (EPS) et a s’auto-

agréger (Liang et al. 2010).

Des bactéries hydrolytiques peuvent également étre des anacrobes stricts, comme rapporté
pour Ruminococcus, connu pour son activité cellulolytique et lignolytique, trouvé en symbiose
avec des bactéries productrices d’hydrogéne manquant de cette capacité (Ueno et al. 2001; Motte
et al. 2014). Cependant, dans notre cas, 1’alimentation du BRM est un substrat simple (glucose) ;
ainsi, Ruminococcus a sans doute une autre fonction que celle rapportée dans la littérature. Dans
certains cas, le genre Clostridium lui-méme n’est pas seulement utilisé pour sa capacité a produire
de I’hydrogeéne mais aussi pour sa capacité hydrolytique. Par exemple, C. acetobutylicum, ayant
I’aptitude de dégrader la cellulose, a été utilisé en co-culture avec la productrice d’hydrogéne E.
harbinense, inapte dégrader la cellulose mais pouvant consommer efficacement les sucres
réducteurs pour la production d’hydrogéne a partir de cellulose microcristalline (Wang et al.
2008).

Outre les bactéries participant de facon directe ou indirecte a la production d’hydrogene, on
retrouve dans le test BRM-E* seulement une espeéce ayant un impact négatif sur la production
d’hydrogeéne. En effet, Saraphirom et Reungsang (2011) ont rapporté que Sporolactobacillus,
produit des bactériocines, qui peuvent avoir un effet négatif sur les bactéries productrices
d’hydrogene. Elles pourraient ainsi tre responsables des relativement faibles productions initiales
en hydrogéne observées pour ce test malgré au final de bonnes performances en régime pseudo-

stable.

En conclusion, la mise en fonctionnement du BRM non réensemencé favorise une
diminution de la diversité bactérienne et I'émergence d’'une majorité de bactéries
productrices d’hydrogene (Clostridium, Enterobacter et Ethanoligenens). Cette
population est composée d’anaérobes stricts (Clostridium, Ethanoligenens) et
facultatif (Enterobacter).

2.4 Discussion

Cette ¢étude a été réalisée dans des mémes conditions de fonctionnement similaires a celles
du dernier test avec réensemencement effectué lors des travaux de Clion (2016). Elle montre que
la production d’hydrogéne sans réensemencement lors de la mise en fonctionnement du réacteur
est possible. Les performances ont ét¢ maintenues au moins jusqu’a 432 jours apres le dernier

ensemencement du module membranaire, et ce malgré 8§ mois d’arrét complet du bioréacteur.
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Puhulwella ef al. (2014) ont étudié la mise en ceuvre d’un bioréacteur de production d’hydrogéne
(bioréacteur a biofiltre a écoulement) ensemencé avec une culture pure (Clostridium butyricum).
Aprés vidange compléte du milieu liquide et ajout de substrat sans inoculum, les auteurs
rapportent que des performances similaires a la mise en ceuvre avec ensemencement du réacteur
sont retrouvées. Néanmoins, les auteurs rapportent également des problémes de contamination du
bioréacteur, ce qui est difficilement décelable dans notre étude puisque nous travaillons en culture

mixte avec une forte diversité bactérienne.

Pour I’ensemble des tests réalisés, les mémes phases de fonctionnement sont observées :
temps de latence, phase de croissance exponentielle jusqu’a un maximum de productivité suivie
d’une chute des performances de production et mise en place d’un régime de fonctionnement
pseudo-stable. Les performances de production d’hydrogeéne sont proches a partir de 330 jours de
fonctionnement et au-dela sans réensemencement. Le procédé est donc répétable. On note que le
régime pseudo-stable est maintenu tant que les variations du pH du milieu réactionnel ne sont pas
trop importantes. En effet, le pH, régulé par I’ajout d’une solution de NaOH (pompe péristaltique
sur le circuit de I’alimentation, a été ajusté manuellement pour les tests présentés dans cette étude.
Les variations du pH et de potentiel d’oxydoréduction en résultant peuvent étre un facteur du
déclin des performances de production d’hydrogéne. Lors de la montée en échelle du procédé, la

régulation automatique de 1’ajustement du pH pourra étre mise en place.

De plus, selon la littérature, plusieurs autres parameétres de fonctionnement (TSH, DAS,
concentration en glucose de la solution d’alimentation) ont un impact sur les performances de

production et pourront étre optimisés.

Le tableau 12 compare les performances de production d’hydrogéne de notre procédé avec
des études de la littérature en BRM.

Tableau 12 : Comparaison des performances de bioréacteurs membranaires de production d’hydrogéne
par fermentation obscure avec extraction d'inhibiteurs de la fermentation obscure (hydrogéne ou AGV)
et découplage TSS/TSH

TSH DAS RHZ P, Hy
Séparation Membrane T°C pH (h) (g/L/h)  (mol/mol) (mL/L/h) Référence
L/G Fibres creuses ,
continu (PTFE) 37 4,5-55 14 0,8 1,0 108 Notre étude
S/L Fibres creuses
continu (PVDF) 23 55 8 0,9 1,8 187 Shen et al., 2009
SL Membrane plane 35 55 9 2,7 0,86 101-107  Lee et al., 2009
continu (PE)
S/L Fibres creuses évalué a

1 1 1 1 ., 201
semi-séquentiel (PVDF) 35 6,0 3 5.0 ,6 75 Noblecourt et al., 2017
L/L .

. Mailles de polyester 37 5,5-6 3 5 3,0 2141 Park et al., 2017

continu

Les productivités en hydrogene les plus élevées (>750 mL/L/h) sont obtenues pour les DAS
les plus élevés (5 g/L/h) (Noblecourt et al., 2017 ; Park et al., 2017) des conditions opératoires

des études présentées, et notamment de notre étude (1,0 g/L/h). Notons aussi que la mise en
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ceuvre du bioréacteur de 1’étude de Noblecourt ef al. (2017) dit continu séquentiel, est proche d’un
fonctionnement semibatch, donc différe de notre procédé. Les rendements et productivités de

notre étude sont comparables a ceux de Lee et al. (2009) et se situent dans la gamme basse.

Une explication des faibles rendements (1,1 moly,/molgcose) €5t que de 1’acétate peut avoir
¢té produit par homoacétogencse, acétogenese, acidogenese, ne coproduisant donc pas de
I’hydrogéne dans le cas de I’homoacétogenese (Saady et al., 2013) mais consommant le substrat,
ce qui baisse le rendement. Notons toutefois que plus on s’éloigne du dernier ensemencement,
plus le ratio B/A augmente et la quantité d’éthanol produite diminue. Il semble donc qu’il y ait un
transfert progressif d’un métabolisme acétate-éthanol vers un métabolisme acétate-butyrate. Ce
résultat est en accord avec les analyses microbiologiques montrant une augmentation des genres

connus comme producteurs d’hydrogene (Clostridium, Enterobacter, Ethanoligenens).

Enfin, on observe une diminution de la diversité bactérienne dans le BRM non
réensemencé en comparaison avec le BRM réensemencé en début de test. Ceci peut s’expliquer
par le fait que certaines espéces se sont développées en majorité car elles étaient présentes en
quantit¢ importante dans les boues STEP et ont survécu au traitement thermique précédent
I’ensemencement. Suite aux vidanges et ringages du bioréacteur, la biocharge de I’ensemble des
taxa (biofilm, granules) a été abaissée. Par la suite, les bactéries restant dans le BRM et pour
lesquelles la pression de sélection engendrée par les conditions opératoires est positive se
développent de fagon majoritaire. Il est probable qu’un biofilm reste présent a la surface des fibres
aprés les étapes de nettoyage. Le développement des espéces composant ce biofilm est alors
favorisé lors du test suivant, car leur population est plus importante en début de test. L’analyse
des communautés sur les fibres apres ringage du BRM permettrait de déterminer quelles especes

sont ainsi favorisées.

Dans le milieu réactionnel des tests BRM-E* et BRM-418], on retrouve des taxa connus
pour avoir un ou plusieurs réles annexes et favorisant la production d’hydrogene, dont Hung et al.
(2011a) ont proposé une classification des bactéries : améliore la production d’hydrogene via la
formation de granules/la rétention de la biomasse (Ethanoligenens sp.), maintient un
environnement anaérobie par déplétion d’oxygene (Enterobacter sp.), augmente la production

d’hydrogene par la lyse de substrats complexes (Ruminococcus sp.).

Ainsi, un fonctionnement sans réensemencement du bioréacteur membranaire permet de
favoriser systématiquement la sélection d’un écosystéme symbiotique ayant I’ensemble des roles
bénéfiques pour la production d’hydrogéne. L’étape initiale de réensemencement du BRM peut
alors étre supprimée. L’avantage du systéme est de permettre une mise en ceuvre et un arrét

simplifiés, par simple vidange, ringage et remplissage du module membranaire.

Ainsi, les avantages de la production d’hydrogene en BRM L/G sont multiples : il ne
nécessite qu’'un ensemencement unique, elle est répétable sur une longue période avec
une mise en ceuvre et un arrét simplifiés, par simple vidange du module membranaire.
De plus, les conditions opératoires du BRM fonctionnant sans réensemencement initial
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permettent de sélectionner des espéces bactériennes connues pour leur réle bénéfique
lors de la production d’hydrogéne par fermentation obscure.

L’intensification du procédé de production d’hydrogéne dans ce bioréacteur est
double : extraction des gaz in situ et immobilisation d’un biofilm producteur
d’hydrogeéne, en fonctionnement et a l'arrét. Ce biofilm est résistant a des vidanges et
remises en route du bioréacteur successives. Le procédé est robuste mais il doit étre
optimisé : l'extraction des gaz d’une part et I'impact du couple TSH- DAS d’autre part
vont étre étudiés afin de stabiliser la production d’H; au cours du temps.

3 Amélioration du procédé¢ : mode d’extraction des gaz produits

L’objectif de cette partie est d’améliorer la stratégie d’extraction des gaz, afin de simplifier
et d’améliorer le procédé de production d’hydrogéne. Deux études sont présentées, avec les

problématiques suivantes :

- Quel est I’effet du débit de gaz de balayage circulant dans les fibres sur I’extraction des gaz
produits ? Dans quelle mesure [’augmentation de ce débit permettrait d’augmenter la

productivité du procédé ?

- Afin de limiter voire d’éviter la dilution de I’hydrogéne produit avec de 1’azote, serait-il
envisageable d’utiliser le CO, produit comme gaz de balayage, ou de ne pas utiliser de gaz de
balayage? Quel en sera I’impact sur le métabolisme bactérien et/ou sur les communautés

bactériennes se développant dans le bioréacteur ?

3.1 Effet du débit de gaz de balayage sur la production d’hydrogéne

La figure 31a présente les profils de production d’hydrogéne avec différents débits de gaz
de balayage (azote) :11,0 (débit de référence) ; 19,2 et 35,2 mL/min. Le gaz de balayage initial
ayant été modifié vers 45h, la figure 31b présente un agrandissement au niveau de ce changement.
Le tableau 13 présente les résultats de production correspondants. Les calculs ont ét¢ effectués sur
les périodes pseudo stables de production d’hydrogéne sur une premiere phase d’environ 30 a 47

h de temps de fermentation et sur une seconde phase de 47 h a 80 h.
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Figure 31 : Débits de production d’hydrogéne en fonction de la variation du débit de gaz de balayage,
tests complets de 0 a 132 h (a) et de 25 2 80 h (b)

Avant t = 45h, on observe une trés 1égére amélioration de la productivité en hydrogeéne avec
I’augmentation du débit de gaz de balayage (+8% lorsque le débit est doublé, +15% lorsqu’il est
triplé). Cependant, lorsque le débit d’azote est multiplié par trois, la productivité en hydrogeéne
augmente de facon moins importante. Aprés modification des débits de gaz de balayage, la
productivité en hydrogéne diminue graduellement au cours du temps pour I’ensemble des tests.
Cependant, lorsque 1’on double le débit d’azote de 11,0 a 19,2 mL/min, on constate une légére
hausse de la productivité¢ en hydrogene dans les 10 premiéres heures puis un fléchissement. On
observe la méme tendance lorsque 1’on modifie le débit de 19,2 a 35,2 mL/min avec cependant un
maintien du débit de production d’hydrogéne sur une plus longue durée alors que diviser le débit
d’azote par 3 induit clairement une baisse de la productivité dés les premiéres heures. Ainsi, les
meilleures performances de production sont a nouveau obtenues avec le test réalisé avec le débit
de gaz de balayage le plus élevé, mais ’effet d’augmentation du gaz de balayage reste faible
(Tableau 13).

Tableau 13: Performances de production d'hydrogéne avec différents débits de gaz de balayage

Test Phase étudiée Débit (mL/L/min)  Rpz ajout (mol/mol) Py, (mL/L/h) H,/CO,
BRM-336j 35-45h 11,0 1,27 133,7 1,0
BRM-342j 30-47h 19,2 1,38 1442 1,0
BRM-348j 25-47h 35,2 1,46 153.,5 1,1
BRM-336j 45-80h 19,2 1,09 114,6 0,8
BRM-342j 47-80h 35,2 1,28 133,9 0,8
BRM-348j 47-80h 11,0 1,08 113,8 0,9
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Ainsi, le rendement en hydrogéne par rapport a la quantité d’hexose ajoutée et la
productivité en H, sont légérement améliorés avec I’augmentation du débit de gaz de balayage,
potentiellement parce que I’extraction d’hydrogene y est plus efficace sans pour autant modifier
drastiquement les performances de production d’hydrogeéne. Le rapport H,/CO, reste équivalent

pour toutes les conditions testées.

L’effet de I'augmentation du gaz de balayage est sur les performances de production
d’hydrogéne est faible et entraine l'augmentation de la dilution de I’hydrogéne
produit. Il est donc préférable que le BRM soit mis en ceuvre avec un débit de gaz de
balayage le plus faible possible.

3.2 Effets de la nature du gaz de balayage (N, ou CO,) et de I’extraction

libre des gaz produits

3.2.1 Production de gaz

La figure 32 présente les profils de production d’hydrogeéne de tests mis en ceuvre avec un
gaz de balayage (N, ou CO,) circulant dans la lumiére des fibres du module membranaire a un
débit de 11 mL/min ou avec une extraction libre (EL). Le temps de séjour hydraulique (TSH) et le
débit d’alimentation en substrat (DAS) sont fixés pour toutes les expériences respectivement a
13 het 0,8 g/L/h. Le mode de dégazage de la solution d’alimentation a été également testé : avec
dégazage de la solution d’alimentation avec du N, (BRM-N, N, et BRM-N,-CO,) ou du CO,
(BRM-CO,-CO,). Les profils de production d’hydrogéne, I’évolution du pH de I’effluent et du
potentiel d’oxydoréduction, sont présentés. Seul le profil de production d’H, est présenté car la
production de CO, n’a pas pu étre quantifiée pour les tests ou le CO, est utilis¢é comme gaz de
balayage, 1’¢talonnage de 1’analyseur n’étant pas adapté aux fortes concentrations en CO:; la
distinction entre gaz produit et gaz de balayage ne peut étre faite dans ces conditions. Par
conséquent, le rapport H2/CO2n’a pas été calculé pour les expériences avec du CO2 comme gaz de

balayage.
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Figure 32 : Profil de production avec différents gaz de balayage (a) et suivi des pH correspondants (b),

sans gaz de balayage (c) et suivi des pH correspondants (d)

Les profils de production en hydrogene sont relativement proches pour les deux modes de
balayage (N, et CO,) du module membranaire et pour le dégazage de la solution de substrat (N,
ou CO,) (figure 32a). Le temps de latence est du méme ordre de grandeur (4-6 h). Une phase
d’augmentation exponentielle de la production est observée de t =4-6h a t = 13-17 h. A I’issue de
cette période, un maximum de productivité est atteint (3,5 mL/L/min). Le test avec un balayage a
I’azote est celui pour lequel la productivité en hydrogéne décline le moins vite pour se stabiliser
vers 1,8 mL/L/min ; on peut cependant remarquer une légére diminution du débit pour les tests

faisant intervenir du CO, en gaz de balayage et/ou pour le dégazage de la solution de substrat.

Plusieurs phases sont également observées pour la production d’hydrogeéne pour les tests
sans gaz de balayage (extraction libre : EL) (figure 32c) : une période de latence, une phase
d’augmentation exponentielle de la production (variant de 4 a 24 h) un pic de production (présent
pour les tests a 453 et 551 j aprés ’ensemencement initial et absent pour le premier test réalisé
sans gaz de balayage a 380 jours et une période de production stable avec un débit d’hydrogene
produit de I‘ordre de 2-2,5 mL/L/min.

La variation la plus importante porte sur le temps de latence, variant de 12 a 44 h. Plus la
durée du dernier ensemencement du module augmente, plus le temps de latence diminue sans lien
apparent de cause a effet. On observe cependant que la production d’hydrogéne analysée est la
plus importante au démarrage de ’essai pour le test avec le temps de latence le plus faible (BRM-

551j- EL) et que lors du régime pseudo-stable, le test avec le temps de latence le plus long (BRM-
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380;j-EL) est celui dont la productivité en hydrogéne est la plus faible. Notons que comme il n’y a
pas de gaz de balayage, la pression dans le réacteur coté calandre doit étre suffisamment élevée
pour instaurer une différence de pression transmembranaire permettant le passage des gaz
produits. Ceci est sans doute a 1’origine des variations de mise en place du régime permanent, en
comparaison avec les tests avec le balayage d’un gaz vecteur pour lesquels ces fluctuations ne

sont pas observées.

Pour I’ensemble des tests, le pH de I’effluent se stabilise entre 4,5-5,2 a partir de 10-20 h de
production. Notons une variation du pH a 40 h pour le test avec balayage et dégazage au CO,
(BRM-446j-C0O,-CO,), inhérente a la régulation du pH (figure 32b et figure 32d). La forte
croissance du pH (jusqu’a 9) du test BRM-453j-EL peut potentiellement expliquer le décalage du
temps de latence avec le test BRM-551j-EL. Pour les tests ou le module est balayé¢ avec du CO,,
le pH initial est plus faible (5,2-5,9) que pour le test ou 1’azote est utilisé comme gaz de balayage
(figure 32b) montrant que du CO, passe certainement au travers des fibres creuses au démarrage,

acidifiant le milieu réactionnel.

Le tableau 14 présente les résultats de production correspondants.

Tableau 14 : Performances de production avec balayage N,/CO,, dégazage N,/CO, et extraction libre

Phase Conso Rz ajout R Hazcons Pu:
test Balayage Dégazage A(h) étudiée (h) gluc (%) (mol/mol) (mol/mol) (mL/L/h) H,/CO,
BRM-432j-N,-N, N, N, 4,6 30-68 97,7 1,07 1,10 118,6 0,9
BRM-439j-N,-CO, CO, N, 4.8 30-68 100 0,86 0,86 94,3
BRM-446j-CO,-CO, CO, CO, 5,6 30-68 na* 1,16 na. 97,6
BRM-380j-EL aucun aucun 45,8 46-75h na. 1,03 na. 98,7 1,05
BRM-453j-EL aucun aucun 15,5 35-70h 98,4 1,21 1,23 132,7 1,01
BRM-551j-EL aucun aucun 10,9 45-90h 100,0 1,29 1,29 153,0 1,03

*non analysé

Dans I’ensemble, la nature du gaz de balayage utilisé (N, ou CO,) impacte relativement peu
les performances de production d’hydrogene, méme si le balayage avec de 1’azote permet de
générer les rendements et productivités en hydrogene les plus élevés entre 30 et 68 h. Toutefois
les valeurs de rendements et de productivités en hydrogéne sont 1égérement plus faibles avec un
balayage au CO,, quel que soit le gaz utilisé pour le dégazage du substrat. Pour le dégazage du
substrat avec du CO,, la variation de température entre le réservoir de substrat a 4°C et les
conduites du BRM a température ambiante induit une libération de CO, gazeux (observation de
bulles) dans le milieu liquide, augmentant le temps de s€jour hydraulique a 17 h. De plus, le
rendement en hydrogéne par rapport a la quantité de glucose ajouté, la productivité et le rapport
molaire H,/CO, sont respectivement 24 %, 38 % et 10% plus élevés avec une extraction libre des
gaz produits qu’avec un balayage a 1’azote. Ces résultats ne semblent pas corrélés avec la durée

d’utilisation du BRM depuis le dernier ensemencement.
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En conclusion, le mode de balayage du module membranaire impacte peu les
performances de production d’hydrogeéne, il semble méme que l'absence de gaz de
balayage permette d’obtenir de meilleures performances de production d’hydrogéne,
apres un temps de latence plus important lié a l'instauration d’'une différence de
pression transmembranaire au niveau de la paroi des fibres creuses.

3.2.2  Analyse métabolique

La production de métabolites est comparée sur la période de production stable (figure 33).
Trois tests, représentatifs de la nature du gaz de balayage (N, ou CO,), avec 1’azote pour le
dégazage du substrat et en extraction libre des gaz (BRM-432j-N,, BRM-439j-CO, et BRM-551j-

EL) ont été sélectionnés ; la productivité totale moyenne en métabolites est également présentée.
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Figure 33 : Distribution des métabolites produits et productivité totale en métabolites pour les tests avec

balayage a I’azote, au CO,, ou avec une extraction libre des gaz

Le débit de production totale de métabolites est comparable pour les tests BRM-432j-N, et
BRM-551j-EL (4,0 et 4,1 mmol/L/h respectivement) alors qu’elle est 1égérement plus faible pour
le test BRM-439j-CO, (3,7 mmol/L/h). La distribution des métabolites solubles est proche pour
les différents tests, avec une majorité de butyrate (=<50%), d’acétate (=30%) et d’éthanol (=10%).
Les rapports B/A sont également proches : 1,7 pour le test BRM-432j-N,, 1,6 pour le test BRM-
439j-CO, et légérement plus élevé pour le test en extraction libre des gaz produits (BRM-551j-
EL) a 1,9. On remarque de plus que la proportion d’éthanol est 1égérement plus faible pour le test
avec un balayage au CO,. D’autres métabolites sont produits de fagon minoritaire : butanol,

propanol, succinate, propionate, lactate, isovalérate et formiate.
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3.2.3 Analyse microbiologique

Des échantillons de I’effluent a 68 h de fermentation ont été prélevés pour les tests avec
différentes extractions des gaz : balayage N, (BRM-432j-N,), balayage CO, (BRM-439;-CO,) et
53 h pour un des tests avec extraction libre des gaz (BRM-EL-551j). L’ADN des culots bactériens
de ces échantillons a été extrait comme décrit précédemment et ’ADN codant I’ARN 16S a été
analysé par séquengage Illumina a haut débit. Le tableau 15 présente les résultats de diversité du

séquencage de ces échantillons.

Tableau 15: Diversité des échantillons analysés par séquencage, tests BRM-432j-N2, BRM-439j-CO2,
BRM-551j-EL

Echantillon Nombre d’OTU Indice de Simpson Indice de Shannon Indice ACE*
BRM-432j-N, 100 0,20 1,93 106,5
BRM-439j-CO, 89 0,42 1,39 90,1
BRM-551j-EL 62 0,38 1,42 50,3

*4Abondance-based Coverage Estimator

Le nombre d’OTU est proche pour les tests BRM-432j-N, et BRM-439j-CO,, il est plus de
deux fois plus faible pour le test BRM-EL-551j. Les indices de Simpson sont faibles, ce qui
témoigne d’une diversité bactérienne élevée. Les indices de Simpson des tests BRM-551j-EL et
BRM-439j-CO, sont similaires et plus élevés que celui du test BRM-432j-N,. Cela suggere que
I’utilisation du CO, ou I’absence de gaz de balayage diminue la diversité bactérienne au sein du
module. La tendance pour I’indice de Shannon varie dans le sens inverse de la tendance de
I’indice de Simpson, confirmant 1’analyse précédente. Concernant 1’indice ACE, les échantillons
BRM-432j-N, et BRM-439;-CO,ont des indices proches, alors que I’indice de 1’échantillon du test
BRM-551j-EL est deux fois plus faible. Ceci confirme que la diversité bactérienne est plus faible
dans ce dernier échantillon. Au regard de ces trois indices de diversité et de richesse, 1’échantillon
du test avec un balayage a 1’azote est celui avec la plus grande diversité bactérienne. A I’opposé,

le test avec une extraction libre des gaz semble étre celui ou la diversité bactérienne est la plus
faible.

La figure 34 présente les abondances des populations des tests BRM-432j-N,, BRM-439;-
CO, et BRM-551j-EL au niveau du phylum (a), de la famille (b) et du genre (c).
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Figure 34 : Répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens principaux des échantillons de
fermentation des tests avec différentes extractions des gaz (balayage N, et balayage CO, a 68 h, extraction libre a

53 h) - Abondance >2% pour au moins un échantillon

Dans les trois échantillons, les phyla Firmicutes et Proteobacteria représentent plus de 97%
de I’ensemble phyla (figure 34a). Les proportions de Firmicutes sont élevées (80%) et
équivalentes pour les tests BRM-432j-N, et BRM-551j-EL et 10% plus faible pour le test BRM-
439j-CO, (70%). Pour ce dernier échantillon, la part de Proteobacteria est un peu plus élevée
(+9% par rapport aux tests BRM-432j-N, et BRM-551j-EL) et atteint 27% des phyla. Notons
¢galement la présence de Bacteroidetes (environ 2%) dans les tests BRM-551j-EL et BRM-439;-
CO..

Dans les effluents issus des tests BRM-551j-EL et BRM-439j-CO, la famille des
Clostridiaceae représente ’essentiel du phylum Firmicutes (89,8% et 96,3% respectivement)
(figure 34b). Cependant, elle ne représente que 63,9% des Firmicutes pour I'effluent du test
BRM-432j-N,, dans lequel la famille des Ruminococcaceae représente une part non négligeable
(27,5%).
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Notons que chacune des familles bactériennes présente est essentiellement représentée par
un ou deux genres bactériens (abondance >2%) (figure 34c): Clostridium-Ethanoligenens-
Enterobacter-Ruminococcus pour BRM-432j-N,, Clostridium-Enterobacter-Ruminococcus-
Propionispora pour BRM-439j-CO, et Clostridium- Enterobacter seulement pour BRM-551j-EL.
Ainsi, 2 a4 4 genres bactériens sont prédominants. Les genres Clostridium, Enterobacter et
Ruminococcus sont producteurs d’hydrogéne, et représentent ainsi la trés large majorité des
genres présents dans I’effluent du BRM, quelle que soit le mode d’extraction du gaz (soit 96,0%
pour BRM-432j-N,, 91,4% pour BRM-439;j-CO; et 93,8% pour BRM-551j-EL).

Selon I’identification taxonomique d’aprés la base de données NCBI (tableau 16),
Clostridium (beijerinckii/diolis) est majoritaire (>50%) dans I’effluent du test BRM-551j-EL et
celui du test BRM-439j-CO,, et est présente en plus faible proportion dans le test BRM-432j-N,
(14,2%). A Dl’inverse, le taxon Clostridium pasteurianum est fortement représenté dans I’effluent
du test BRM-432j-N, (28,1%), presque deux fois moins dans 1’effluent du test BRM-551j-EL
(14,3%) et est quasiment absent de I’effluent du test BRM-439j-CO,. Le balayage au CO, semble
inhiber le développement de Clostridium pasteurianum. De fagon similaire, Ethanoligenens
harbinense est fortement représenté dans le test BRM-432j-N, (24,2%) et quasiment absent des
effluents des tests BRM-551j-EL et BRM-439j-CO, (<2%). Enfin, Enterobacter sp. est fortement
représenté dans le test BRM-439j-CO, (26,1%) et environ 1,5 fois moins dans les tests BRM-
432j-N, et BRM-551j-EL (18,7% et 16,3% respectivement).

Quelques disparités sont notables parmi les faxa minoritaires (<10%). La présence de
Propionispora hippei est un peu plus élevée de (4,6%) dans le test BRM-CO,. Clostridium
(carboxidivorans/drakei) (5,5%) et Caloramator quimbayensis (1,4%) émergent uniquement dans
le test BRM-432j-N,. Prevotella paludivivens représente 4,4% des taxa dans le test BRM-551;-
EL.
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Tableau 16 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons des test avec différentes extractions des gaz (balayage N,, balayage CO,, extraction libre)

Abondance >1% pour au moins un échantillon

. Meilleure correspondance Homologie ° Balayage Balayage Libre
Phylum Famille Genre dans la base de données NCBI (%) n® ordre N:(68h) CO, (68h) (53 h)
Bacteroidetes  Prevotellaceae Prevotella Prevotella paludivivens 100 NR 113122.1 4,4
Caloramator Caloramator quimbayensis <97 NR_109502
Clostridium pasteurianum 99 NR _104822.1
Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Clostridiaceae
Clostridium Clostridium (punense/huakuii/ <97 /
tunisiense)
Firmicutes Clostrfdtum (carboxidivorans/ 100 /
drakei)
Lactobacillaceae Lactobacillus Lactobacillus satsumensis 99 NRIC0604
Caproiciproducens Cap roicip .roducens <97 NR_145929.1
. galactitolivorans
Ruminococcaceae
Ethanoligenens Ethanoligenens harbinense 98 NR _074333.1
Sporomusaceae Propionispora Propionispora hippei <97 NR_114884.1
Proteobacteria  Enterobacteriaceae Enterobacter Enterobacter sp. NA NA
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3.3 Discussion

Globalement, lors de la mise en ccuvre de la fermentation obscure en bioréacteur
membranaire avec une séparation liquide/gaz in situ, le mode d’extraction des gaz et le débit de
gaz de balayage impactent relativement peu les performances de production d’hydrogeéne. Les
différentes stratégies testées (augmentation du débit de gaz de balayage (N,), utilisation du N,
plutét que du CO, comme gaz de balayage et extraction libre des gaz par rapport a un balayage
avec du N,) donnent lieu a de légeres améliorations de la productivité et du rendement en
hydrogene dans des conditions de TSH et de DAS équivalentes (TSH = 13h et DAS = 0,8 g/L/h).
Ces résultats différent de ce qui a été observé lors d’autres études avec d’autres configurations de
réacteur. En effet, en mode semibatch, avec un balayage au N, le rendement en hydrogéne est
amélioré de 88% et la productivité est multipliée par 2,6 (Clion, 2016). En CSTR, le rendement
est amélioré de 23% avec un balayage a I’azote (Kim et al., 2006). Notre résultat peut paraitre
surprenant mais ceci est directement lié a la configuration du BRM a fibres creuses. En effet, dans
notre cas le gaz circulant dans la lumiére des fibres ne bulle pas dans le milieu liquide de culture
contrairement aux configurations précitées ; 1’objectif de la configuration L/G est d’instaurer une
différence de pression transmembranaire la plus élevée possible pour favoriser le transfert des gaz
produits vers la lumiére des fibres creuses. Ainsi, I’intensification du procédé par ajout d’une
extraction gazeuse in situ via une membrane de fibres creuses se substitue a la présence d’un gaz
de balayage. En outre, les tests réalisés sans gaz de balayage montrent qu’il n’y a pas de
résistance au transfert de maticre induite par cette configuration. Il est donc possible, dans notre
configuration, d’extraire les gaz produits sans les diluer dans un gaz de balayage, tout en
conservant les performances de production d’hydrogéne, avec un rendement et une productivité

en hydrogeéne optimaux de 1,29 mol/mol et de 153 mL/L/h respectivement.

De plus, il apparait que la productivité en hydrogene est plus stable en 1’absence de gaz de
balayage sur la période testée, c’est-a-dire que le débit de production d’hydrogéne se maintient,
contrairement aux tests avec gaz de balayage (N, ou CO,), ou il est légérement décroissant. C’est
¢galement le seul mode de fonctionnement ou la production d’hydrogeéne est supérieure ou égale a
la production de CO, tout le long du test. Enfin, la production de métabolites est 1égérement
supérieure avec une extraction libre (4,1 mmol/L,;.,/h) et un balayage au N, (4,0 mmol/L jiey/h)
qu’avec un balayage au CO, (3,7 mmol/L/h). Ce résultat est corrélable a la meilleure
productivité en hydrogéne observée pour ces deux premiers modes d’extraction. La distribution
des métabolites solubles est peu influencée par le mode d’extraction des gaz, avec pour

métabolites principaux le butyrate et 1’acétate.

On observe d’autre part des différences plus marquées au niveau des populations
microbiennes de I’effluent du bioréacteur. Le test avec extraction libre des gaz produits favorise la
présence combinée de Clostridium beijerinckii/diolis, Clostridium pasteurianum et Enterobacter

sp. tout en limitant la diversité des espéces secondaires. La production Iégérement plus faible du
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test avec balayage de la lumicre des fibres avec du CO, pourrait étre associée a 1’absence de
Clostridium pasteurianum. De plus, une proportion plus importante d’Enterobacter sp. est

observée pour ce test alors que c¢’st celui qui montre la plus faible production d’éthanol.

Dans tous les cas, le glucose est totalement consommé (ou presque), ce qui suggere que le
TSH et le DAS pourraient étre optimisés, afin d’augmenter la production d’hydrogéne. L’effet de

la variation de ces deux parameétres est étudié par la suite.

Ainsi, 'extraction libre des gaz semble le mode le plus favorable pour un métabolisme
orienté vers la production d’hydrogéne et une production stable au cours du temps. De
plus, ce mode d’extraction présente I'avantage de ne pas diluer les gaz produits. Des
tests de fonctionnement sur une plus longue durée permettraient de déterminer si les
populations bactériennes sélectionnées par la mise en ceuvre sans gaz de balayage
permettent un fonctionnement stabilisé.

4 Etude des communautés bactériennes du module

membranaire

Le module membranaire du bioréacteur a ét€ ensemencé avec des boues de station
d’épuration prétraitées thermiquement. Plusieurs fermentations de la méme solution modéle
(glucose et nutriments) ont été répétées, sans nouvel ajout de biomasse bactérienne, de 256 a 695
jours apres I’ensemencement initial. Comme présenté dans la partie précédente, la fermentation a

repris a chaque fois, avec des résultats comparables entre les différents tests.

Le module membranaire représente un systéme non homogéne (absence d’agitation et donc
gradient de nutriments et de pH sédimentation de flocs bactériens, bactéries en suspension et

potentiellement installées sur la surface

H;, N, CO, TSH=13h
des fibres creuses efc.). Il est donc A DAS=0,9 g/L/h
bl 1 .. d € N, Viravait =500 mL
possible que la composition des ) A< n, co, T 37°C
populations bactériennes varie, de méme e |
e, « oo 4
que la capacité des différentes — ll
H,, CO,

communautés a produire de [’hydrogéne.

Ainsi, 1'¢tude des populations présentes

dans trois zones du module membranaire  Effiyentlibre

(sédiments du fond du réacteur, mélange 4’
en suspension (effluent) et surface des NaOH

fibres creuses) a été réalisée pour le mode Glucose + nutriments

de fonctionnement avec extraction libre Figure 35 : Configuration du test BRM-551j-EL

des gaz.

La configuration du test est présentée sur la figure 35. Des fibres creuses supplémentaires

ont été empotées dans le module membranaire comme expliqué dans le chapitre II.
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Les échantillons correspondant aux trois zones ont été prélevés a 96 h de fermentation.
Aprés prélévement de 7 mL d’effluent en sortie du BRM selon le méme protocole
qu’usuellement, le module membranaire a été vidangé par la sortie liquide basse de fagon a
récupérer les flocs sédimentés dans 1’extrait liquide. Les fibres creuses additionnelles ont été
coupées au niveau de ses deux extrémités d’empotage et retirée par le haut du module ; elles ont

ensuite été sectionnées en trois troncons de 6 cm.

Nous présenterons brievement les performances de ce test, puis I’analyse microbiologique

de I’ensemble des échantillons prélevés.
4.1 Production de gaz

Les débits de production de gaz et le suivi du pH et du potentiel d’oxydoréduction sont
présentés sur la figure 36 pour I’expérience en BRM sans gaz de balayage (BRM-551j-EL) avec
un TSH de 13 h et un DAS de 0,8 g/L/h.
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Figure 36 : Profils de production d'H, et de CO, (a) et suivi du pH et du potentiel d’oxydoréduction. Test sans
gaz de balayage, TSH = 13h, DAS = 0,8 g/L/h .

On observe un temps de latence de 12 h environ pour les productions d’H, et de CO, (figure
36a). En méme temps, on observe une chute du pH de 8 a 5 et du potentiel d’oxydoréduction de 0
a -400 mV (figure 36b). De t = 12h a t = 30 h, on observe un pic de production de gaz, alors que
le pH et le potentiel redox restent stable. De t = 30 h a t = 44 h, une interruption de 1’analyse en
ligne n’a pas permis de mesurer les gaz produits. Comme le pH et le potentiel d’oxydoréduction

restent stables, on peut supposer que les débits de gaz produits sont du méme ordre de grandeur
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que celles at =30 h et a t = 44 h, soit environ 2,5 mL/L/h. A partir de t = 48 h, le pH baisse trés
légerement et le potentiel d’oxydoréduction chute de -400 mV a -500 mV. Les productions de gaz
sont constantes de t = 44 h a t = 60 h, puis décroissent légeérement ensuite, et deviennent

irrégulieres avec des débits moyens autour de 2 mL/L/h.
4.2 Analyse des métabolites

Les débits de métabolites et le bilan DCO sont présentés sur la figure 37.
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Figure 37 : Débits de glucose et des métabolites majoritaires (acétate et de butyrate) (a), des métabolites
minoritaires (b) et bilan DCO (c) lors du test de fermentation sans gaz de balayage (BRM-551j-EL)
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La consommation de glucose augmente dés le début du test et est quasiment totale a partir
de t = 29h. Le butyrate et I’acétate sont les métabolites majoritaires (figure 37a). Ils sont produits
en proportions identiques jusqu’a t = 20 h, le ratio molaire B/A est d’environ 2,2 par la suite.
Leurs débits de production respectifs sont stables au cours du temps sauf a t = 77 h. La production
des autres métabolites est trés minoritaire (figure 37b) (<0,3 mmol/L/h) et variable. Un pic de
lactate est analysé a t = 20 h et un pic de production d’isovalérate est observé a t = 29 h. Les
productions de propionate, formiate et succinate sont stables et proches dés t = 20 h. La
production d’alcools est faible (<0,05 mmol/L/h), seul un pic (0,4 mmol/L/h) est observé a t =77
h, juste apres la chute du potentiel d’oxydoréduction, en méme temps que la chute de production
de butyrate et d’acétate. Apres la mise en place du régime pseudo-stable a t =29 h, I’ensemble des
parameétres ont été maintenus constants avec une orientation du métabolisme vers la production
d’hydrogeéne par les voies butyrate et acétate. Notons a t = 77 h un fléchissement important des
débits de production d’acétate et de butyrate (rétablis a 92 h) au profit de la production des alcools
(¢thanol et butanol), potentiellement li¢ au fléchissement 1éger de la production d’hydrogene et a

I’augmentation sensible de la production de CO,.
4.3  Analyse microbiologique

43.1 Analyse MEB

La figure 38 présente une micrographie obtenue par MEB (x500) d’une fibre nue identique
a celles présentes dans le module membranaire. La fibre est exempte de toute contamination
bactérienne. On observe une mésostructure homogeéne avec des stries attribuables a la mise en

ceuvre du matériau polymere.
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Figure 38 : Micrographie d’une fibre PTFE avant test de fermentation en BRM (MEB x500)

123



Chapitre Il - Robustesse et limites du procédé en BRM L/G sans ensemencement initial

La figure 39 présente les différents clichés obtenus pour le test avec extraction libre des
gaz, a 92h, lorsque la production d’H: est stabilisée. La densité de la population bactérienne est
éparse et inégale dans la partie haute (figure 14a) et la partie centrale (figure 14c) et est largement
supérieure sur la partie basse de la fibre (figure 39¢). En effet, sur la figure 39e, on observe un
film bactérien trés dense recouvrant la surface de la fibre (craquelé sur ’image, potentiellement
lié a D’échantillonnage (étape de déshydratation)), sans matrice extracellulaire apparente. Ces
images montrent donc ’existence d’un biofilm réparti de fagon hétérogene le long des fibres du

réacteur, sur une ou deux couches maximum et essentiellement sur la partie basse de la fibre.

Un grossissement plus important (figure 39b, figure 39d et figure 39f) révele une diversité
de tailles et de formes avec majoritairement des batonnets. Sur la figure 39, on peut observer
plusieurs batonnets en train de sporuler, ce qui est caractéristique de plusieurs especes du genre

Clostridium.

La figure 39g présente un granule prélevé dans le fond du bioréacteur. Ces structures, de
tailles plus ou moins importantes, sont visibles a I’ceil nu et sont assimilables a celles trouvées
dans un réacteur UASB. De forme sphérique, le floc semble constitué d’un amas de plusieurs
¢léments qui se seraient accumulés au fur et 2 mesure de la fermentation. Le grossissement sur la
figure 39h révele une diversité de populations encore plus importante que sur la fibre, mélangée a
des amas de particules. En bas de 1’image, on observe une enveloppe bactérienne perforée de
trous, ce qui suggere que ces particules ne sont autres que des débris cellulaires. Notons
¢galement la présence de boules blanches, apparemment en train de bourgeonner. La structure
poreuse avec de multiples craquements a la surface d’un granule facilite potentiellement le

passage des nutriments et du substrat, de méme que la libération de 1’hydrogéne.
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Figure 39: Segments de fibre en différents points du module membraaire (haut, mileu et bas) et flOCSAZ‘l Pissue

du test BRM-551J-EL. Fibre, partie haute du module. a :MEB 1000X, b : MEB 2500X . Fibre, partie centrale du
module. ¢ : MEB 500X, d : MEB 2500X . Fibre, partie basse du module. e : MEB 350X, f : MEB 1000X). Floc.

g :MEB 100X, h : MEB 5000X
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4.3.2  Analyse par séquencage

L’ADN des culots bactériens des échantillons d’effluent liquide a 20 h, 53 h et 92 h, du floc
et du biofilm de la surface des segments de fibres issues du haut et du bas du module ont été
extraits comme décrit précédemment. L’ ADN bactérien codant ’ARN 16S des 4 échantillons a
été analysé par séquencage Illumina a haut débit. Le tableau 17 présente les indices de diversité
des échantillons, ainsi que les résultats de 1’analyse qPCR réalisée exclusivement pour les
¢chantillons d’effluent.

Tableau 17 : Diversité et abondance bactérienne des échantillons analysés par séquencgage et PCR a différents

temps de fermentation et différentes zones du module membranaire a t = 96h pour le test BRM-551j-EL

Nombre Indice Indice

Echantillon d’OTU de Simpson de Shannon ACE qPCR
Effluent t = 20h 156 0,54 1,13 160 7,29x10°
Effluent t = 53h 49 0,38 1,42 50 1,57x107
Effluent t = 92h 62 0,28 1,81 64 1,66x10°
Fibre haut t=92 h 211 0,09 2,98 213 na

Fibre bast=92h 100 0,12 2,59 107 na
Flocst=92h 68 0,34 1,50 72 na

*na = non analysé

Le nombre d’OTU est trois fois plus important dans 1’effluent du BRM L/G a t = 20h, en
comparaison a t=53h et 2,5 fois en comparaison a t = 96h. L’indice de Simpson tend a diminuer et
I’indice de Shannon est en augmentation, ce qui signifie que la diversité bactérienne est en
augmentation au cours du temps. L’indice ACE est de 2 a 3 fois plus important a t = 20h qu’a
t=>53hett=96h.

En fin de fermentation (92h), le nombre d’OTU extrait de I’échantillon d’effluent liquide,
de la fibre haut et du floc sont du méme ordre de grandeur, avec une diversité équivalente pour le
floc et I’effluent alors que les échantillons de la fibre haut et bas présentent une diversité trés
importante selon les indices de Shannon et Simpson. L’indice ACE le plus élevé correspond a
I’échantillon de la partie haute de la fibre. Concernant les résultats de qPCR, 1’échantillon a
t = 20 h présente un nombre de copies supérieur a celui de I’échantillon a t = 53 h et le nombre de
copies augmente a nouveau a t = 96 h, ce qui montre que les bactéries sont en phase de

croissance.

Dans un premier temps, nous commenterons 1’évolution des populations bactériennes au
cours du temps. Ensuite, la répartition de ces populations a t = 96 h dans différentes zones du
module membranaire (effluent liquide, surface des fibres en haut en bas du module et flocs) sera

détaillée.
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¢ Evolution des populations bactériennes de 1’effluent au cours du temps

La part du phylum Firmicutes est trés majoritaire et augmente au cours du temps (de 73% a
94%) au détriment de la part du phylum Proteobacteria, qui est environ cinq fois moins
importante a t =96 h (5%) qu’a t =20 h (25,0%) (figure 40a).

La diversité des familles du phylum Firmicutes (figure 40b) évolue de fagcon marquée : a 20
h, la famille des Clostriciaceae est la plus abondante (72,4%), de méme qu’a t =53 h (77,5%) et a
t=92 h (88,2% et 88,4% respectivement) A t = 92h, les Ruminoccaceae émergent et représentent
5% de I’ensemble des familles de I’échantillon (avec 3,3% d’Ethanoligenens et 1,7% de
Ruminococcus). La famille Clostridiaceae reste majoritaire mais en proportion 1égerement plus
faible par rapport a t = 53 h. Globalement, les genres composant chaque famille (figure 40b et
figure 40c) sont peu diversifiés. Notamment, le genre Clostridium représente 1’essentiel de la

famille des Clostridiaceae.

Comparativement, la diversité des genres du phylum Proteobacteria reste stable,
Enterobacter représentant 1’essentiel du phylum (19,7%, 8,6%, 4,7% respectivement & 20 h 53 h
et 96 h). Notons la présence minoritaire de la famille Comamonadaceae a t =20 h (2,3%) qui tend

a disparaitre au cours du temps.

Les abondances cumulées des genres Clostridium, Enterobacter et Ethanoligenens a
t =20h (92,4%), at =53 h (96,6%) et a t =92 h (98,1%) sont légerement croissantes au cours du
temps et expliquent 1’essentiel des genres analysés dans les échantillons de 1’effluent du BRM.
Ces trois genres sont connus pour la production d’hydrogéne mais avec des voies métaboliques

différentes.

L’étude des taxa (tableau 18) montre qu’a t = 20 h, le taxon Clostridium (beijerinckii/diolis)
est majoritaire (70,9%) suivi par le taxon Enterobacter sp. (19,9%). A eux deux, ces deux taxa
représentent 90,8% de la population bactérienne de 1’effluent, les autres taxa étant minoritaires
(présence inférieure a 1%). A t = 53 h, les taxa Clostridium (beijerinckii/diolis) et Enterobacter
sp. sont toujours fortement représentés (30,1% et 8,6% respectivement), mais leurs abondances
sont en baisse par rapport a t=20 h (-57%). On observe 1’émergence du taxon Clostridium
pasteurianum (53,9%). A t =92 h, Clostridium pasteurianum est majoritaire (78,6%) alors que les
abondances de Clostridium (beijerinckii/diolis) (5,8%) et d’Enterobacter sp (4,7%) sont toujours

en déclin contrairement a Ethanoligenens harbinense dont la proportion augmente de 0,6 a 3,3 %.

Ainsi, on observe au cours de ce test une majorité de Clostridium, bactéries productrices

d’hydrogene, dans 1’effluent.
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Tableau 18 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons du test BRM-551j-EL sans gaz de balayage - Abondance >1% pour au moins un échantillon

Phylum Famille Genre ll;léil;lleure correspondance dans la base de données g/(‘));nologie ° ordre 20h 53h 96h F[i,l;:e
Bacteroidetes Flavobacteriaceae Chryseobacterium Chryseobacterium geocarposphaerae 100 NR _133727.1
Firmicutes Bacillaceae Lysinibacillus Lysinibacillus (mangiferihumi/fusiformis/sphaericus) 100 /
Caloramator Caloramator quimbayensis 95 NR_ 109502
Clostridium pasteurianum 99 NR_104822.1 1,0
Clostridiaceae Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Clostridium
Clostridium (punense/huakuii/tunisiense) 96 /
Firmicutes Clostridium (carboxidivorans/drakei) 100 / -
Lactobacillaceae Lactobacillus Lactobacillus satsumensis 99 NRIC0604
Caproiciproducens Caproiciproducens galactitolivorans <97 NR_145929.1
Ruminococcaceae
Ethanoligenens Ethanoligenens harbinense 98 NR 074333.1
Streptococacceae Lactococcus Lactococcus (laudensis/raffinolactis/chungangensis) 100 /
Comamonadaceae Comamonas Comamonas (testosteroni/thiooxydans) 100 /
Proteobacteria Enterobacteriaceae  Enterobacter Enterobacter sp. - -
Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas Stenotrophomonas (pavanii/maltophilia) 100 /

Fibre
haut

Floc
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¢ Répartition des populations bactériennes a t = 96 h dans différentes zones du
module membranaire

At =96 h, de méme que dans I’échantillon d’effluent liquide, les phyla Firmicutes et
Proteobacteria sont majoritaires dans les flocs et sur la surface de la fibre (figure 40a).
Cependant, la répartition de ces populations varie selon le type d’échantillon : les Firmicutes sont
majoritaires dans D’effluent (94,4%) alors qu’ils sont présents en proportion moindre mais
toujours prédominante dans les flocs (71,2%). La surface des fibres présente un profil
intermédiaire, proche de I’effluent au niveau des phyla : les Firmicutes sont majoritaires (92,5%
en bas et 83,2%, en haut du module respectivement) suivis par les Proteobacteria (5,8% en bas et

11,2%, en haut du module respectivement).

Néanmoins, la population de Firmicutes est plus diversifiée sur la surface de la fibre figure
40b) avec notamment une part de Clostridiaceae qui reste importante (80,7% en bas et 68,5% en
haut de la fibre contre 88,4% dans I’effluent) et I’émergence des familles Lactobacillaceae et
Planococcaceae. La représentativité des Ruminoccoccaceae est quasi similaire sur la surface de la
fibre en haut du module ainsi que dans I’effluent (4,9% et 5%), alors qu’elle est presque trois fois
plus élevée sur la partie basse de la fibre (7,1%). Le genre Ethanolinogenens représente I’essentiel
de cette famille dans tous les échantillons (figure 40c) ; notons toutefois qu’il est accompagnée

d’une tres faible proportion de bactéries du genre Ruminococcus.

Le phylum Proteobacteria comporte une majorité d’Enterobacteriaceae dans les
échantillons de floc (27,6%) et d’effluent (4,7%), alors que sa diversité est plus élevée dans les
¢chantillons de surface des fibres avec la présence de Xanthomonadaceae (3,7% a 6,4%
respectivement en bas et en haut de la fibre) et Enterobacteriaceae (1,3 a 2,9% respectivement en

bas et en haut de la fibre).

La diversité des faxa (tableau 18) est la plus faible pour les échantillons de floc et
d’effluent. Clostridium pasteurianum (52,2%), FEnterobacter sp. (27,6%) et Clostridium
beijerinckii/diolis (12,7%), constituent 92,5% de I’ensemble des taxa du floc et 89,1% de
I’ensemble des faxa de I’effluent. En comparaison avec les flocs et ’effluent, les surfaces des
fibres creuses hébergent de plus grandes diversit¢ de Clostridiaceae, avec la présence de
Clostridium carboxidivorans/drakei représentant 2,5% et 9,6% des séquences respectivement en
bas et en haut de la fibre. Notons qu’Enterobacter sp., bien que présente dans le biofilm des
fibres, est minoritaire (<3%). Lactobacillus satsumensis est présente principalement sur la fibre
mais en faibles proportions (<3%). Stenotrophomonas pavanii/maltophilia (3,6% et 6,2%),
Lysinibacillus sp. (2,1% et 6,4%), Chryseobacterium geocarposphaerae (0,6% et 1,4%) sont
uniquement présentes sur la surface des fibres (respectivement en bas et en haut des fibres).
Stenotrophomonas maltophilia a une forte capacité a adhérer et a former des biofilms sur
différentes surfaces, y compris abiotiques. Elle est aérobie, et n’a pas d’activité fermentaire
(An et Gerg, 2018).
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L’abondance d’Ethanoligenens harbinense différe selon les échantillons. Elle est installée
majoritairement en bas des fibres (6,7%), puis en haut du module (4%). Elle est également
présente dans 1’effluent, en proportion similaire (3,3%) avec le haut des fibres, et dans le floc

mais de fagon moindre (1,1%).

Notons que 4,6% des genres bactériens (figure 40c) présents sur le haut de la fibre
constituent moins de 2% de la population totale, soit plus de trois fois plus de genres qu’en bas de
la fibre (1,1%), et que dans I’effluent (2,4%) et presque 8 fois plus que dans le floc (0,6%).
Certains taxa émergent ponctuellement de fagon minoritaire (entre 1 et 2%) dans un ou deux
échantillons : Caproiciproducens galactitolivorans dans I’effluent et Caloramator quimbayensis

dans la partie haute de la fibre, Lactococcus sp. dans le floc.

4.4 Discussion

Les populations de I’effluent évoluent au cours du temps avec une baisse de la proportion
de Clostridium beijerinckii/diolis au profit de Clostridium pasteurianum. Sur la fibre, comme
dans les flocs, les espéces principales analysées sont connues comme productrices d’hydrogéne
(Clostridium, Enterobacter, Ethanoligenens) (Cabrol et al., 2017). Malgré une certaine variabilité
de la composition des communautés bactériennes observée a différents niveaux du BRM et dans
I’effluent a différents temps de fermentation, la production d’hydrogéne est maintenue en régime
de fonctionnement pseudo-stable. La sélection de Clostridium pasteurianum dans 1’effluent d’un
bioréacteur de production d’hydrogéne ensemencé avec des boues de STEP, accompagnée
d’Enterobacter aerogenes et de Lactobacillus casei a été rapportée dans une autre étude avec un
BRM G/G visant a extraire le biogaz produit par balayage du bioréacteur avec le CO, produit
(Bakonyi et al., 2017). Néanmoins, dans cette étude, la proportion des bactéries du genre
Clostridium est nettement plus faible que dans notre systéme (30-40% environ contre 72-88%).
Les conditions opératoires utilisées (TSH=12h et DAS = 1,7 g/L/h) different Iégeérement de notre
étude, ce qui peut potentiellement aussi expliquer cet écart. Dans 1’étude de Park et al. (2017)
(TSH = 12 h et DAS = 1,25 g/L/h), une large majorit¢ de Clostridium butyricum est observée
(environ 90%) dans I’effluent du bioréacteur membranaire S/L, le reste des espéces n’étant pas
identifiées. La composition du biofilm a été analysée a TSH = 3 h/DAS =5 g/L/h et de méme, une
large majorité de Clostridium butyricum est identifiée (quasiment la totalité), ce qui concorde

avec notre étude montrant une prévalence du genre Clostridium dans notre systéne.

L’étude de Zhang et al. (2008) porte sur le fonctionnement d’un bioréacteur a lit fluidisé,
dans des conditions différentes de notre étude (pH=5,5 + 0,2, t=37°), avec un TSH plus faible
(0,125-3h) et un DAS fixe trés élevé (40 g/L/h), pendant 50 jours. Leur étude montre que la
proportion de biofilm diminue de fagon significative avec une augmentation de granules au cours
du temps. Du fait du rendement de développement ¢€levé des bactéries productrices d’hydrogéne

(0,1 gvss/Glucose) €t du DAS élevé (40 gucose/L/h) utilisé, une grande quantité de biomasse (72—
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127 gvss) a été produite de fagon journaliére. De plus, il a été observé que 1’épaisseur du biofilm a
augmenté de facon significative au cours du temps, diminuant 1’adhérence des microorganismes
au support qui se détachaient du fait de collisions particulaires. Les fragments de biofilm ainsi mis
en suspension évoluent en granules, devenus prédominants dans le bioréacteur aprés 50 jours de
fonctionnement. Aucun impact sur les performances du bioréacteur n’a été observé. Entre 0 et 5
jours (échelle de temps correspondant a notre procédé), il y a une majorité de biofilm (>30 gyss/L)
et une minorité de granules (2-3gyss/L) (sur un total de 34,7-37,6 gyss/L), et la tendance s’inverse
progressivement jusqu’a 50 jours de fonctionnement. Nous pouvons supposer que la méme
tendance pourrait se mettre en place dans notre systéme avec un fonctionnement plus long. Il
serait intéressant de voir si les performances du BRM seraient maintenues sur une période de

temps plus longue.

L’hétérogénéité de populations entre le haut et le bas du module est peut étre lié au gradient
de pH, a la diminution de la disponibilité en substrat. Ceci laisse supposer que le module n’est pas

exploité & son maximum, si seul le bas du module consomme le glucose.

Ainsi, la composition des communautés bactériennes évolue au sein du module
membranaire mais reste majoritairement constituée de bactéries productrices
d’hydrogene du genre Clostridium. Malgré les différentes zones et les évolutions dans
le temps, la production d’hydrogene en BRM L/G est robuste. Il est nécessaire
d’optimiser le TSH et le DAS pour une utilisation maximale du module membranaire.

5  Effet du TSH et du DAS sur la production d’hydrogene, le

métabolisme et la microbiologie du milieu fermentaire

Le TSH et le DAS sont des parameétres majeurs de la fermentation obscure en mode de
fonctionnement continu. Dans plusieurs études d’impact du TSH, la valeur du DAS augmente
lorsque le TSH est réduit, car la concentration de la solution d’alimentation reste fixe (Zhang et
al., 2006 ; Kumar et al., 2014 ; Anburajan et al., 2017 ; Pugazhendi et al., 2017). Cette
augmentation du DAS peut avoir un impact important sur le métabolisme bactérien, qui peut étre
inhibé par une concentration élevée en substrat, ou au contraire permettre une amélioration
importante de la productivité grice a un apport en substrat plus important, mais avec une
réduction du rendement en hydrogéne (Kumar et al., 2014). Ainsi, pour I’ensemble des tests
portant sur le TSH et le DAS effectués sur le BRM, il a été¢ décidé de conserver un DAS ou un

TSH fixe en ajustant la concentration en substrat de la solution d’alimentation.

Une premicere étude de I’effet du TSH dans le BRM a été réalisée dans les travaux de thése
de Clion (2016). Des tests avec un TSH allant de 12 a 46 h (12,17, 20 et 46 h) en conservant le
DAS a une valeur proche de 1 ggicose/Lmiiew’h, ont été effectués. Les meilleures performances de
production d’hydrogene ont été observées pour des TSH de 12 et 17h, lorsque le rapport B/A est
maximal. La consommation d’hexose diminue avec |’augmentation du TSH, qui semble

provoquer un effet de saturation du milieu. En conclusion de cette étude, il avait été déterminé
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qu’un TSH réduit (12h) permet de réduire la concentration en substrat dans le BRM, d’optimiser

I’utilisation du glucose et d’obtenir les meilleures productions d’hydrogene.

L’objectif de notre étude est de préciser les limites opératoires de la configuration du BRM

L/G a fibres creuses. Les problématiques suivantes ont été explorées :

- Est-il est possible de diminuer davantage le TSH ? Quel est le DAS optimal pour différents
TSH ?

- Quels sont les effets de la variation du TSH et du DAS sur le métabolisme et la microbiologie

du milieu réactionnel ?

Les tests ont été réalisés entre 538 et 733 jours aprés le dernier réensemencement du
module membranaire.. Les productions de gaz (H, et CO,) et de métabolites, ainsi que 1’analyse
microbiologique de I’effluent du module membranaire, seront présentées. Notons qu’au cours de
cette étude exploratoire, chaque modification du TSH et/ou du DAS a nécessité un ajustement de
la régulation du pH par ajout de base (modification de la concentration de la solution
d’alimentation et de la fréquence d’ajout), limitant le nombre de tests pouvant étre réalisés. Les
corrélations identifiées dans cette étude sont donc des premiéres tendances qu’il faudra confirmer

avec des expériences complémentaires.
5.1  Productions d’hydrogéne et de dioxyde de carbone

Les profils de production d’hydrogene et de dioxyde de carbone et 1’évolution du pH et du

potentiel d’oxydoréduction des différents tests sont rapportés dans 1’annexe 1.

Le tableau 19 récapitule les performances de production d’hydrogene du procédé en régime
de fonctionnement pseudo-stable : rendement par rapport a la quantité de glucose ajouté (Ry; joutc)
ou consommeé (Ry, conso)> productivité (Py,), rapport molaire Hy/CO,, et taux de consommation du

glucose (Cglucose) .
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Tableau 19 : Performances moyennes de production d'hydrogéne pour différentes combinaisons de TSH

et de DAS.

DAS TSH  Ru sjoute Ru; conso Py, Comee POR** Régime
Test (g/L/h)  (h) (mol/mol) (mol/mol) (mL/L/h) H/CO, (%) (mV) pH pseudo-stable
BRM-607j 0,6 49 0,79 0,81 66,5 1,09 97,7 na* 53 12-77h
BRM-432j 0,8 13,7 1,00 n.a. 108,1 0,87 n.a. -350 5.4 19-68 h
BRM-538j 0,8 7,5 1,05 1,07 112,0 1,00 98,2 -500 5,1 12-68 h
BRM-706j 1,4 2,1 0,86 0,94 170,8 1,34 91,9 -250 5,0 20-68 h
BRM-692j 1,4 4,9 1,00 1,00 184,4 1,04 100 =377 53 25-44h
BRM-733j 1.4 6,7 1,02 1,07 186,3 0,89 95,6 -395 5,0 20-68h
BRM-684j 1,4 8,0 1,16 1,25 2253 0,98 92,8 -250 4,7 20-36 h
BRM-729j 1,4 10,2 1,13 1,37 210,0 1,02 81,9 -298 4,6 19-38 h
BRM-677j 1,7 13,5 0,60 0,77 137,5 0,93 78,1 -196 4,7 51-92h
BRM-726j 2,1 7.8 0,92 1,17 253,7 0,97 78,4 -350 4,7 16-68 h

*non analysé, ** Potentiel d’OxydoRéduction

5.1.1  Consommation du glucose

Le taux de consommation du glucose (Cyueose) Varie entre 78,1% et 100%. On distingue
deux groupes de tests :
(1) Catucose > 92% : Le TSH est compris entre 2 et 8 h et le DAS entre 0,5 et 1,5 g/L/h, avec les
concentrations en glucose dans le bioréacteur ([glucose]) les plus faibles (<13 g/L)). Notons que
pour ces tests, pH <4,7.
(i1) Cyiucose < 82% : Le TSH est compris entre 8 et 14 h et le DAS entre 1,4 et 2,1 g/L/h, avec les
plus fortes concentrations en glucose (>13 g/L). Pour ces tests, pH > 4,8, a I’exception de BRM-
684 j (pH=4,7).

Autrement dit, la consommation en glucose diminue au-deld d’une concentration en
glucose de I’alimentation de 13 g/L (figure 41a). Cette concentration en substrat dans le
bioréacteur semble étre la limite de ce qui peut étre consommé par le consortium bactérien. De

plus, on observe que la consommation du glucose semble augmenter avec le pH (figure 41b).

100 - e o 100 -
— e °© ’ —_
R 95 . X 95 1
& . © b
S 90 4 e S 90 -
= =
% 85 W g5 |
o 80 o 80 1 y = 26,385x - 39,657
(@) L4 ° (&)

R2=0,73
75 —_— 75 . . . : .
5 10 15 20 25 4,4 4,6 4,8 5 5,2 5,4
[glucose] (g/L) pH

Figure 41 : Corrélations entre la concentration en glucose dans le bioréacteur et le pourcentage de glucose

consommé (a) et entre le pH du milieu réactionnel et le pourcentage de glucose consommé (b)
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5.1.2 Rendement

Pour I’ensemble des tests réalisés, Ry,
ajoute €St compris entre 0,60 et 1,16
moly,/Molgiucose €t Rip, consomme €ntre 0,77 et
1,37 moly,/molgucose: R, consomme €St optimal
pour une concentration en glucose de 14 g/L
(figure 42). 11 a été généré lors du test BRM-
729j combinant un TSH de 10,2 h avec un
DAS d’environ 1,4 g/L/h (1,37 mol/mol).

Ry, ajoute €St également maximal pour ce test

(1,13 mol/mol) et pour le test combinant un TSH de

8h et un DAS de 1,4 g/L/h.

1,4
1,3
1,2
1,1

0,9
0,8
0,7
0,6

Ry, (mol/mol)

0 5 10 15 20
[glucose] (g/L)

glucose et le rendement en hydrogéne

25

Figure 42 Corrélation entre la concentration en

Le rendement minimal correspond au test BRM-677j (DAS = 1,7 g/L/h et TSH = 13,5 h).

Pour ce test, la concentration en glucose dans le milieu est maximale (23 g/L) et le taux de

consommation de glucose est minimal (78,1%). Notons que la régulation du pH de ce test n’a pu

étre réalisée finement, du fait de variations rapides du pH de ’effluent. Toutefois, malgré une

consommation du glucose équivalente (78,4%), Ru, sjoutc €t Rity consomme sONt 1,5 fois plus élevés

pour le test BRM-726j, réalisé avec un DAS légérement plus élevé (2,0 g/L/h) et un TSH deux

fois plus faible (7,8 h) soit un taux de glucose de 15,6 g/L, plus proche de I’optimum mis en

évidence sur la figure 42.

Pour un méme DAS, on observe que Ry, augmente lorsque le TSH est croissant, alors que

pour un méme TSH, il n’y a pas de corrélation entre Ry, et le DAS.

5.1.3  Productivité

La productivitt en hydrogéne Py, est
comprise entre 66,5 et 253,7 mL/L/h. On observe
que I"augmentation du DAS permet d’augmenter
Py, (figure 43), excepté pour le test BRM-677 j
(DAS = 1,7 g/L/h) avec les moins bons
rendements. Pour un méme TSH, on observe que
plus le DAS, et donc la concentration en glucose,
est ¢levé, plus la productivité en hydrogeéne est
¢levée. Néanmoins, cette augmentation n’est pas
linéaire (& TSH = 8 h).

260 A °
°
= 210 -
) .
>
c 160 @ TSH="5h
b -
a 110 - ° ® TSH =8h
TSH=14h
60 +* . . . .
0,5 1 1,5 2 2,5
DAS (g/L/h)
Figure 43 : Corrélation entre la productivité en

hydrogéne et le DAS pour différents TSH
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5.1.4  Rapport molaire H,/CO,

Pour la majorité des tests, le rapport 1,4 -
. . . . y=1,4541x7018
molaire H,/CO, varie peu (de 0,87 a 1,09), 1,3 - R2=0,77
mais on note tout de méme que plus le TSH est 1,2

o
grand, plus le rapport H,/CO, est faible (figure QN 1,1 1
T

44). 1 A
Notons que pour un TSH faible (2,1 h) %9

et un DAS moyen (1,4 g/L/h), le rapport o 0 5 1'0 1'5

H,/CO, se détache (+35% par rapport a la TSH (h)

moyenne des tests). Cette différence peut é&tre  Figure 44 : Corrélation entre le rapport

explicable par un ajout de solution de NaOH pour molaire H,/CO> et le TSH

réguler le pH plus important pour ce test. En effet, 1’équilibre du CO, est dépendant de la
concentration d’ions hydroxyde dans le milieu (38) (lida et al., 2007) :

COyg) + OH™ & COyqiq) + OH™ & HCO3 (38)

De plus, pour un TSH faible, le débit de liquide parcourant le BRM est élevé. Ainsi, un TSH
faible permet d’évacuer plus de CO, dissous via I’effluent, ce qui est profitable au rapport
H,/CO..

Ainsi, pour un DAS ~ 1,4 /L/h, il est possible faire de fonctionner le BRM pour un TSH
compris entre 2 et 10,2 h. L'augmentation du TSH a un impact positif sur la
productivité et le rendement en hydrogéne (relation linéaire). De la méme fagon, mais
pour toutes les séries de TSH, I'augmentation du DAS est corrélée a I'amélioration de
la productivité en hydrogeéne. Le produit TSHxDAS, correspondant a la concentration
en glucose dans le milieu de culture, semble étre un paramétre clé des performances
de production en hydrogéne dans le BRM. En effet, 'augmentation de la concentration
en substrat permet d’augmenter le Ry, consommé jusqu’a un optimum vers 14 g/L. Au-
dela de cet optimum, on observe une baisse du rendement en hydrogeéne.
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5.2  Production de métabolites

Les valeurs de bilans DCO en période de fonctionnement pseudo-stable de I’ensemble des
tests (figure 45) sont comprises entre 45 et 92%. Cela signifie que 1’équivalent DCO final n’a pas
¢été identifié complétement pour tous les tests. On note que le glucose n’a pas toujours été

consommeé en totalité.
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Figure 45 : Bilans DCO avec différentes combinaisons TSH/DAS

La figure 46 présente I’analyse des métabolites en fonction d’un DAS croissant et pour
différentes valeurs de TSH en période de fonctionnement pseudo-stable de I’ensemble des tests

(a) ainsi que les corrélations ayant été identifiées (b et ¢).
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Figure 46 : Débits de métabolites majoritaires (>0,1 mmol/L/h) et de glucose dans I'effluent du module
membranaire avec différentes combinaisons TSH/DAS (TSH = 8h) et corrélations entre la productivité en

hydrogéne et le débit de métabolites pour un TSH de 8 h (b), et entre le rapport molaire B/A et le DAS (c)

On remarque que la productivité en métabolites augmente globalement avec le DAS,
indépendamment du TSH (figure 46b) sauf pour le test le plus concentré en substrat (DAS = 1,7
g/L/h) et que cette augmentation est proportionnelle pour TSH = 8h. Les métabolites majoritaires
sont le butyrate et 1’acétate pour tous les tests. Le rapport B/A augmente avec DAS, quel que soit
le TSH (figure 46a). Le rapport B/A augmente sensiblement avec le TSH mais est surtout
dépendant du DAS, quel que soit le TSH (figure 46¢). Du formiate, du lactate, du succinate et de
1’éthanol sont formés de fagon minoritaire. Il y a plus de formiate lorsque le pH est supérieur a 5
(cf tableau 19). Notons que pour le test a TSH = 5h et DAS = 1,4 g/L/h (pH a 5,3), la
consommation en glucose est maximale (100%) et le rapport B/A est minimal, avec une forte

production de formiate.
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On observe une tendance correspondant a une augmentation de la productivité en
hydrogeéne avec la productivité en acétate et en butyrate (figure 47a et figure 47b). De méme, on

observe un lien entre productivité en hydrogene et rapport B/A (figure 47¢).
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Figure 47 : Corrélations entre la productivité en hydrogéne et le débit acétate (a), entre la productivité en
hydrogéne et le débit butyrate (b), entre le rapport molaire B/A et le pH (c) et entre le rapport molaire B/A et la

productivité en hydrogéne (d). En bleu, les points exclus des corrélations.

Ainsi, I’augmentation de la productivité en hydrogéne est corrélée a 1’augmentation du
rapport B/A. Le butyrate, uniquement coproduit avec I’hydrogéne est associ¢ avec de bonnes
productions d’hydrogéne et alors qu’une part de la production d’acétate est issue de
I’homoacétogénese (voie non co-productrice d’hydrogene). Enfin, on note un effet du pH sur le

rapport B/A (figure 47¢c) avec un rapport B/A plus élevé pour les pH les plus acides (environ 4,6).

Pour un DAS équivalent (~ 1,4 /L/h), le rendement et la productivité en hydrogene
augmentent avec le TSH alors que les débits et compositions en métabolites sont
proches hormis une surproduction de butyrate pour un TSH de 9,8h. On peut donc
supposer que l'extraction de I'hydrogéne est améliorée pour des TSH plus élevés ou

que des TSH plus grands sont liés a une meilleure orientation du métabolisme
(limitation de la production d’acétate par homoacétogénese).

Pour un méme TSH, la quantité totale de métabolites produits (majoritairement
butyrate et acétate) est directement proportionnel au DAS et donc a la teneur en
glucose dans le milieu réactionnel. On observe une augmentation du rapport molaire
B/A en fonction du débit d’alimentation
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5.3  Analyse microbiologique

Des échantillons de I’effluent ont été prélevés pour différentes combinaisons TSH/DAS.
L’ADN des culots bactériens de ces échantillons a été extrait comme décrit précédemment et
I’ADN codant ’ARN 16S a été analysé par séquencage Illumina a haut débit et qPCR
(tableaul?).

Tableau 20 : Diversité bactérienne des échantillons avec différents TSH/DAS analysés par séquencage et qPCR

[glucose] Nombre Indice de Indice de
TSH (h) DAS (g/L/h) (g/L) d’OTU Simpson Shannon ACE* qPCR
2 1,5 3 52 0,29 1,61 52,84 5,41 x 10
8 0,8 6 80 0,21 2,02 81,90 2,15x 10’
8 1,5 12 40 0,20 1,93 40,70 6,01 x 10
8 2,1 17 48 0,24 1,68 49,02 8,27 x 107
14 0,8 12 100 0,20 1,93 106,5 /

*Abundance-based Coverage Estimator

La variation du nombre d’OTU ne semble pas corrélable au DAS ni au TSH. Les indices de
Simpson et de Shannon sont similaires pour les différents tests, la diversité bactérienne est donc
comparable et importante de bactéries dans le bioréacteur. L’indice ACE est le plus élevé pour
TSH = 14 h. La figure 48a présente la relation affine entre le nombre de bactéries N
(copiesapniss/LADN extmait) S €tant développées dans le milieu fermentaire du BRM en fonction du

DAS et la figure 48b présente cette méme relation entre N avec le TSH.

o
J
o

L]
2 TSH=8h 2 DAS=2,1
i 7 4 _.; 7 1
= 2 *
L5 % 54 *
g TSH=2h 5 DAS=1,5 DAS=15
23 - ERES
= y=4,82x-1,53 p y=0,06x+5,11
o , » 5 °
TSH=8h R?= 0,08 R#=0,00 DAS=0,8
1 . . . . 1 . . . .
05 1 15 2 25 05 25 45 6.5 85
DAS (g/L/h) TSH (h)

Figure 48 : Corrélations DAS-N (a) et TSH-N (b)

Il y a une forte corrélation positive (R*=0,98) entre le DAS et N : quel que soit le TSH, le
nombre de bactéries se développant dans le milieu augmente avec le DAS. Comme la courbe
N=f(DAS) est une droite, le milieu réactionnel n’est donc pas satur¢ en bactéries, il serait encore
possible d’augmenter le DAS pour augmenter la concentration bactérienne dans le milieu. Il n’y a
pas de corrélation (R*=0,00) entre le TSH et le nombre de bactéries se développant dans le milieu

réactionnel.

La figure 49 présente les abondances des populations de ces tests au niveau du phylum (a),

de la famille (b) et du genre (c).
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Figure 49 Répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens principaux des échantillons de fermentation des tests de fermentation a 68 h

avec différentes combinaisons de TSH et DAS - Abondance >2% pour au moins un échantillon
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Quelle que soit la combinaison TSH/DAS, le phylum Firmicutes est fortement majoritaire
(78,7-93,3%). Sa proportion est maximale pour un TSH de 8 h et un DAS de 1,4 g/L/h. Le phylum
Proteobacteria est présent de fagon minoritaire (6,7-19,1%). Le phylum Bacteroidetes, minoritaire
(<10%), décroit avec 1’augmentation de la concentration en glucose dans le milieu. Au niveau des
familles, la composition du phylum Firmicutes est variable avec la présence majoritaire de
Clostridiaceae-Ruminococcaceae ou la présence majoritaire de Clostridiaceae-Streptococcaceae pour
les conditions de concentration en glucose la plus élevée (TSH = 8 h et DAS = 2,1 g/L/h) et la plus
faible (TSH = 2 h et DAS = 1,5 g/L/h). Un genre bactérien domine systématiquement une famille.
Ainsi, les observations notées pour les familles précédemment sont valables pour les genres. Seule la

famille Ruminococcaceae laisse émerger deux genres : Ruminococcus et Ethanoligenens.

Le tableau 21 présente 1’identification des espéces. On remarque qu’a faible DAS
(0,8 g/L/h) et a un TSH élevé (14 h), la diversité bactérienne est la plus forte avec la présence de
Clostridium pasteurianum (28,1%), Clostridium (beijerinckii/diolis) (14,2%), Enterobacter (18,7%) et
I’émergence en proportion élevée (24,2%) d’ Ethanoligenens harbinense. Pour la teneur en glucose de
3 g/L (TSH = 2h, DAS = 1,5 g/L/h), le genre Lactococcus est fortement représenté par plusieurs taxa
(26,9%). Notons la faible émergence de Lactobacillus satsumensis pour les tests a TSH = 8 h. La

figure 50 présente les corrélations identifiées entre la concentration en glucose et les différents faxa

bactériens.
n ° Clostridium pasteurianum ® RH2 S
A Clostridium (beijerinckii/diolis)
- 9 100 - 1,6
< % e R¥=067 2R 3
5 g =90 1 14 g
T * ,
E 60 - 3 80 - . =
kS § 2 70 - * 12 g
c 40 - c t n L 3 L) -
S 5 3560 « * T
5 20 S 950 - £
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Figure 50 : Corrélations identifiées entre la concentration en glucose et I’abondance des taxa et 1a concentration en
glucose (a), ’abondance cumulée (S) et le rendement en hydrogéne (Ry,) de C. pasteurianum, C. beijerinckii/diolis et

Enterobacter sp., E. harbinense (b)

Le pourcentage de Clostridium pasteurianum croit en fonction de la teneur en glucose dans le
milieu réactionnel alors qu’au contraire, Clostridium (beijerinckii/diolis) est majoritaire dans les
conditions de faibles concentrations en glucose ([glucose] = 3-6 g/L) (figure 50a). Si I’on tient compte
du nombre de bactéries (JPCR x Abondance (%)) (figure non présentée), on observe une tendance
similaire.

Le phylum Firmicutes est majoritaire pour I'’ensemble des tests. L’'optimum de rendement
en hydrogéne obtenu a une concentration en sucres de 14 g/L semble parfaitement

corrélé avec une abondance maximale de bactéries productrices d’hydrogéne dans
I'effluent du BRM.
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Tableau 21 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons des tests avec différentes combinaisons DAS/ TSH - Abondance >1% pour au moins un échantillon

5 4,7 51 4,7 54 |pH

-250 -250 -500 -350 -350 |ORP

3 12 6 17 11 Cglucose(g/L)

15 15 08 21 08 |DAS(g/L/h)

2 8 8 8 14 | TSH (h)
. Meilleure correspondance Homologie
Famille Genre 3 n° ordre trermentation (1)
dans la base de données NCBI (%)
Prevotellaceae Prevotella Prevotella paludivivens 100 NR_113122.1
Caloramator Caloramator quimbayensis 95 NR_109502
Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Clostridium pasteurianum 99 NR_104822.1
Clostridiaceae Clostridium
Clostridium (punense/huakuii/tunisiense) 96 /
Clostridium (carboxidivorans/drakei) 100 /
Lactobacillaceae Lactobacillus Lactobacillus satsumensis 99 NRIC0604
Leuconostocaceae Leuconostoc Leuconostoc pseudomesenteroides 99 NR_109004.1
Ethanoligenens Ethanoligenens harbinense 98 NR_074333.1
Ruminococcaceae
Caproiciproducens Caproiciproducens galactitolivorans <96 NR_145929.1
Sporomusaceae Propionispora Propionispora hippei 96 NR_114884.1
Lactococcus Lactococcus (laudensis/raffinolactis/chungangensis) 100 /
Streptococacceae
Lactococcus Lactococcus hircilactis 99
Enterobacteriaceae  Enterobacter Enterobacter sp. - -
Proteobacteria
Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas Stenotrophomonas (pavanii/maltophilia) 100 /
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5.4 Discussion

L’objectif de 1’¢tude de I’effet du TSH et du DAS était en premier lieu de préciser les
limites opératoires de la configuration BRM liquide/gaz (L/G), sans réensemencement du module
membranaire, pour la production d’hydrogéne. Des tests pour lesquels le TSH varie entre 2 et 14
h et le DAS entre 0,6 et 2,1 g/L/h ont été réalisées ; de I’hydrogeéne a été généré pour I’ensemble
de conditions mises en oeuvre. Des productivités comprises entre 66,5 et 253,7 mL/L/h, soit entre
1,6 et 6,1 L/L/j, ont été obtenues. Notamment, pour le plus faible TSH (2 h), il n’y a pas eu de
lessivage des communautés bactériennes, contrairement a ce qui a été observé dans 1’étude de
Park et al. (2018b). En effet, cette étude, sur un bioréacteur & membrane dynamique (BRM a
extraction solide/liquide (S/L) avec une membrane de filtration clarifiante (pores de 100um) ou se
développe un biofilm), & TSH = 2 h (DAS = 7,5 g/L/h) la biomasse bactérienne est lessivée, ce
qui entraine une diminution du rendement et de la productivité. Ceci est peut-étre dii aux
différences de configuration et de volume des bioréacteurs (5,5 L contre 0,5 L pour notre BRM).
En effet, les contraintes de cisaillement générées par un débit plus important peuvent décrocher le

biofilm de la surface de la membrane S/L ou limiter sa formation.

De plus, dans notre étude, la consommation du glucose reste importante pour un TSH de 2h
dans le BRM (91%), contrairement a ce qui a été rapporté dans la littérature en CSTR, ou le taux
de conversion du glucose chute de 90,4% a 77,8% lors du passage d’un TSH de 8 h (DAS = 1,3
g/L/h) a 6h (DAS = 1,7 g/L/h) (Zhang et al., 2006). Pour I’ensemble de nos tests, la
consommation du glucose dépend de la concentration en glucose dans le milieu réactionnel.
Lorsque celle-ci est inférieure a 14 g/L, le taux de conversion du glucose est élevé (92-100%), il
diminue pour des concentrations en glucose supérieures a 78% environ, sans influence du TSH. A
DAS fixe (1,5 g/L/h), le taux de conversion du glucose décroit de 100% a 82% avec
I’augmentation du TSH de 5 a 10 h ; et donc avec la concentration en glucose. Ainsi, il semble
que la limite de fonctionnement basse du BRM n’a pas été atteinte lors de notre étude, en ce qui
concerne le taux de consommation du glucose ; il est alors potentiellement possible de diminuer
davantage le TSH tout en augmentant le DAS, afin d’augmenter la productivité du bioréacteur,
comme observé dans le BRM S/L mis en ceuvre dans I’étude de Lee et al. (2014), tout en évitant
la problématique de colmatage de la membrane associ¢e a la mise en ceuvre du BRM S/L a des
DAS élevés.

Suite a ’optimisation des paramétres opératoires (TSH, DAS) du BRM L/G, un optimum
de fonctionnement concernant le rendement et la productivité en hydrogéne a été extrait, qui
différe pour ces deux critéres. Un optimum double a également été rapporté dans 1’étude de
Kumar et al. (2014), avec une concentration constante de 15 g/L de glucose dans 1’alimentation
en CSTR. Les auteurs rapportent une productivit¢é maximale en hydrogene de 4,49 L/L/j a
TSH = 6 h (DAS = 2,5 g/L/h) et un rendement de production de 1,62 moly,/molgycose ajours @
TSH = 18h (DAS = 1,2 g/L/h).
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Dans notre étude, le rendement en hydrogéne ajouté optimal est obtenu pour une
concentration en glucose de 12-14 g/L (TSH = 8-10h et DAS = 1,4 g/L/h). Pour ces tests, on
observe de bonnes productivités en hydrogéne (210-225 mL/L/h), un rapport B/A élevé (2,2-3,4),
avec de fortes productions de butyrate (>50% des métabolites produits) et un rapport H,/CO, de 1.
Le rendement en hydrogeéne peut étre corrélé avec le pourcentage d’abondance des bactéries
productrices d’hydrogeéne dans le mileu réactionnel (Clostridium pasteurianum, Clostridium
beijerinckii/diolis, Enterobacter sp.). La productivité maximale est obtenue avec un DAS élevé
(2,1 g/L/h) et une teneur en glucose dans le milieu réactionnel de 16 g/L (proche de la
concentration en glucose du rendement optimal). Le nombre de bactéries est croissant avec
I’augmentation du DAS. On observe une synergie Clostridium pasteurianum, Ethanoligenens
harbinense et Clostridium drakei pour la concentration autour de I’optimum (12 g/L). Le
rendement élevé est associée a une forte production de butyrate (>50% des métabolites produits),
avec un rapport B/A élevé (2,5) et un rapport Hy/CO, de 1. Les analyses microbiologiques
montrent que ces conditions favorisent le développement de C. pasteurianum qui est trés
majoritaire (>50% des séquenses analysées), représentant plus de 4,5.10 bactéries dans 1’effluent
sortant du BRM L/G. La domination de cette bactérie semble étre la source des bonnes
performances de production d’hydrogene observées a 12 et 14 g/l de glucose dans le milieu
réactionnel. Dans I’ensemble, la productivité en hydrogéne est améliorée avec I’augmentation du
débit d’alimentation en substrat ce qui est cohérent avec les résultats de 1’étude de Van Ginkel et
Logan (2005).

Néanmoins, pour les tests ou la productivité est améliorée avec I’augmentation du DAS, le
rendement en hydrogéne diminue (a2 TSH fixe), 'utilisation de substrat et donc 1’efficacité du
bioréacteur est alors limitée. Fangkum et Reungsang (2011) ont rapporté qu’une concentration
¢levée en glucides totaux dans I’alimentation peut diminuer le rendement en hydrogene a cause de
I’accumulation d’acides gras volatils (AGV) pouvant inhiber la croissance des microorganismes.
En effet, les AGV peuvent provoquer lyse des cellules si leurs formes dissociées sont présentes
dans le milieu de culture. Dans 1’étude de Noblecourt et al. (2017), cette limite est de 12,5 g/L,
cependant, dans notre cas, la concentration maximale en métabolites atteinte est de 5,3 g/L.
L’hypothese de I’inhibition par les AGV est pertinente pour des concentrations en glucose de 15-
17 g/L dans notre étude (DAS = 2,1 g/L/h, TSH = 8 h), mais des concentrations en métabolites
similaires ont été atteintes pour 1’optimum de rendement en hydrogéne (DAS 1,4 g/L/h, TSH = 10
h). Il n’est pas exclus que la limite de 1’extraction in situ de I’hydrogéne produit ait été atteinte,
pouvant avoir un effet inhibiteur sur le métabolisme bactérien. Dans ce cas, |’augmentation du
nombre de fibres du module membranaire permettrait de favoriser 1’extraction de I’hydrogene et

ainsi d’augmenter la capacité de production du BRM.

A T’inverse, a de faibles concentrations en substrat, les bactéries sont supposées utiliser le
substrat carboné essentiellement pour leur croissance et non la production de biogaz (Hastuti et
al., 2016). Ce dernier point pourrait expliquer la légere baisse de rendement observée dans le

BRM L/G a TSH =2 h et concentration en glucose de 3 g/L par rapport a I’optimum (-25%
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environ). En effet, pour ce test, il a été observé une augmentation significative de la quantité de
flocs produits. Il semble que les croissances des populations de C. pasteurianum et
d’Enterobacter sp. soient ralenties dans ces conditions, au profit de et Clostridium
beijerincki/diolis et Lactococcus sp., cette derniére espéce ne produisant pas d’hydrogene. Il
pourrait étre intéressant de tester un faible TSH sur une durée plus longue et avec un DAS plus
¢élevé. En effet, lors de 1’étude des communautés bactériennes dans le module membranaire, il
avait été observé une forte présence de Clostridium beijerinckii en début de test (t = 20h), puis
une diminution de ce taxon au profit d’une augmentation progressive de la part de Clostridium
pasteurianum (t = 53 h et t = 96 h). Dans I’étude de variation de TSH et de DAS, on a constaté
que la part de Clostridium beijerinckii diminue avec [’augmentation de la concentration en
glucose, de fagcon inversement proportionnelle a 1‘augmentation de C. pasteurianum avec
I’augmentation de la concentration en glucose. De plus, le nombre de bactéries du genre
Enterobacter augmente avec la concentration en glucose. Ainsi, 1’augmentation de la
concentration en glucose couplée a une durée de fonctionnement plus longue pourrait permettre

de favoriser I’émergence de ces especes.

6 Conclusion

La robustesse du procédé de production d’hydrogéne par fermentation obscure en BRM
(extraction liquide/gaz) a ét€ montrée jusqu’a 432 jours dans des conditions identiques (TSH =
13-14h, DAS = 0,8 g/L/h, Cyim = 12 g/L). Un raffinage des communautés bactériennes se
développant dans le module membranaire a été observé par rapport a un fonctionnement avec
ensemencement (boues anoxies prétraitées thermiquement) du module membranaire. La
démonstration de la possibilit¢ d’extraire les gaz de facon efficace sans gaz de balayage, en
maintenant les performances de production d’hydrogene, est une amélioration notable du procédg.
En effet, ’augmentation du débit de gaz de balayage n’est que légérement bénéfique sur les
performances de production d’hydrogéne. Une gamme de TSH de 2-14h a été testée a DAS fixe
(1,4 g/L/h). Une gamme de DAS de 0,7 a 2 g/L/h a été testée a TSH fixe (8h). Il s’avére que la
concentration en glucose est le paramétre ayant le plus d’impact sur les performances de
production du BRM. Un optimum de rendement en hydrogéne a été obtenu a une concentration de
12-14 g/L en ne consommant que 80% du substrat. La productivité est améliorée pour des
concentrations en glucose plus élevées, mais au détriment du rendement. De plus, avec cette
concentration en substrat, 4 faxa qui semblent efficaces pour la production d’hydrogéne sont
sélectionnés: Clostridium pasteurianum, Enterobacter sp., Ethanoligenens harbinense et
Clostridium drakei. La suite de ce travail de these porte sur la mise en ceuvre du procédé avec une
alimentation en biomasses complexes. Différentes biomasses seront testées puis mises en ceuvre

dans le bioréacteur.
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Chapitre IV

Production d’hydrogene a partir de dechets
organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

1 Introduction

1.1  Choix des biomasses et de la fermentation endogene

Les déchets organiques, et en particulier les déchets et coproduits de I’agriculture et de
I’industrie agroalimentaire présentent une ou plusieurs des caractéristiques suivantes
renouvelabilité, abondance, absence de conflits d’usage. L’ensemble des flux de ces filieres
agroalimentaires autres que ceux destinés a 1’alimentation humaine en premiére intention sont
donc des substrats potentiels pour la production d’hydrogéne par fermentation obscure. Si ’on
calcule la quantité de coproduits agricoles et agroalimentaires non valorisés a I’heure actuelle, 2,8
millions de tonnes de matiéres séches seraient disponibles pour la fermentation obscure sans
entrer en compétition avec une filiere de valorisation existante, d’apres les données issues du
rapport RESEDA (2017). Certaines biomasses déja valorisées peuvent également servir pour la

production de biohydrogene.

Tout au long de ce travail de thése, des entretiens ont été réalisés avec différents industriels
(brasseries, malterie, usine de torréfaction de caf€) et artisans (microbrasserie) du département du
Bas-Rhin (67). A T’issue de ces rencontres, des déchets et coproduits, issus de productions
agricoles et agroalimentaires et répondant en partie ou en totalité aux critéres €énoncés
précédemment ont été identifiés et collectés. Un partenariat était également déja en place avec un
domaine viticole, qui a fourni des échantillons de biomasses. Les origines de ces déchets
coproduits ont été détaillées dans 1’introduction bibliographique, leurs productions annuelles en

France et les voies de traitement actuelles sont résumées dans le tableau 22.
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Prétraitements physiques et enzymatiques.

Tableau 22 : Origine et tonnages de production en France des biomasses de notre étude
(IVV, 2013 ; sources industrielles)

Filiére Coproduit Production en France (t) Voies de traitements actuelles en France

Vin Bourbes et lies 1497 600 Distillerie, compostage, épandage, méthanisation
Vin Marcs de raisin 945 360* Distilleries, compostage, épandage, méthanisation
Vin Raisin « moisi » / /

Brasserie Levures 47566 Alimentation animale

Brasserie Kieselguhr 5284 /

Brasserie Eaux de process n.d. STEP*** sur site

Brasserie Dréches 283 036 Vente pour alimentation animale

Microbrasserie Dreéches n.d. Don pour alimentation animale

Malterie Radicelles d’orge Vente pour alimentation animale®***

Malterie Eaux de process Production de microalgues*****

Café torréfié Pellicules argentées 2096** Don pour engrais

*estimation réalisée a partir de ratios appliqués aux volumes de vins produits en 2015 (Ministére de I'Action et des Comptes publics,
2017 ;IFV, 2013) ; **calculé, en supposant que la quantité moyenne de café vert importée (251631 t entre 2009 et 2013) est torréfiée,
avec It de PA par 120 t de café torréfié (Alves et al., 2017 ; source industrielle) ; ***Station d’Epuration ;****sauf « radicelles
humides » de dégrillage ; *****une seule usine concernée ; nd = non disponible

Certaines biomasses sont déja inclues dans des filiéres de valorisation. La valorisation en
alimentation animale de dréches et levures brassicoles et de radicelles d’orge est réalisée en direct
¢levage (i. e. sans intermédiaire, du producteur a I’agriculteur) pour une raison pratique et
économique : I’humidité limite le transport et le stockage de ces denrées (Dormont et al., 2000 ;
RESEDA, 2017). 1l est donc possible d’envisager I'utilisation d’une partie de ces coproduits pour
la production d’hydrogéne. Concernant les coproduits vitivinicoles, 1’obligation réglementaire
d’élimination apres leur production peut étre satisfaite par la livraison a une distillerie, a un centre
de méthanisation ou a un centre de compostage, de tout ou partie des marcs et lies. Il est
¢galement possible de réaliser la méthanisation, 1’épandage ou le compostage sur le lieu de
I’exploitation. Ainsi, ces biomasses, trés abondantes et riches en glucides métabolisables, se
prétent a la production d’hydrogéne, comme alternative a la méthanisation ou en amont de cette

étape.

D’autres biomasses sont peu ou pas valorisées. En effet, nous n’avons pas connaissance
d’une filiére de valorisation de raisins « moisis » mais ceux-ci sont écartés de la récolte de raisin.
Le kieselguhr issu du procédé de production de biére n’est pas valorisé par la brasserie qui nous a
fourni les échantillons. Les eaux de process sont traitées sur site, dans une STEP. Concernant la
malterie, il y a deux types de coproduits : des radicelles séches, vendues en alimentation animale,
et des radicelles humides, non valorisées. Pour la production de microalgues alimentées en eaux
de process, une seule malterie est concernée (différente de celle qui nous a fourni les
échantillons). Pour les pellicules argentées de café torréfié, 1’usine en fait don a une association
pour une utilisation comme engrais. Il est ainsi possible d’envisager 1’utilisation de ces biomasses

a des fins énergétiques, en partie ou en totalité selon les cas.
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Prétraitements physiques et enzymatiques.

A notre connaissance, la production d’hydrogéne par fermentation endogéne de biomasses,
ayant le role d’inoculum et de substrat, n’est pas commune. En effet, dans la plupart des tests, un
inoculum riche en bactéries productrices d’hydrogéne est ajouté au démarrage du procédé
(Ghimire et al., 2015). De plus, des prétraitements de I’inoculum sont généralement mis en ceuvre
pour limiter I’expression de méthanogenes, nécessaires car I’inoculum est souvent constitué de
boues de STEP ou issues de méthaniseur. Dans les travaux de thése de Frangois-Lopez (2016), il a
¢té montré que pour une biomasse donnée (bourbes viticoles), de meilleures performances de
production peuvent étre obtenues sans prétraitement. Ainsi, en premicre approche, il est pertinent

de tester la fermentation endogéne pour un ensemble plus varié de biomasses.

1.2 Possibilité d’un prétraitement des biomasses

La biomasse est source de composés organiques, substrats de la production d’hydrogene
par fermentation obscure. Les monosaccharides (glucose et fructose) et les disaccharides
(saccharose, maltose, etc.) sont les sources de carbone préférentielles du métabolisme microbien
lors de la fermentation obscure, pouvant directement étre métabolisées. Les macromolécules
végétales (cellulose, hémicellulose, amidon) peuvent, aprés hydrolyse, étre utilisées comme
substrats. L’utilisation de glucides complexes, résistants a une action biologique directe de par
leur nature compacte et les liaisons hydrogéne existantes entre les monomeéres glucidiques,
nécessite une étape d’hydrolyse préalable a leur consommation par les microorganismes.
Cependant, 1’ajout d’un prétraitement impacte le colt total de production. En vue de la mise en
ceuvre de la fermentation des biomasses pauvres en substrat directement métabolisable en
bioréacteur membranaire continu, I’implémentation de prétraitements physiques et enzymatiques

ont été testés.

1.3 Objectifs de I’étude et conditions de mise en ceuvre des tests

Les objectifs de cette étude sont donc :

- d’évaluer le potentiel de différentes biomasses pour la production de biohydrogéne par
fermentation obscure en bioréacteur semibatch, selon plusieurs critéres : productions H, et CO, en

L/Kg biomasse» rendement DCO en mLy,/gpco, productivité maximale en mLy,/L¢actenr/h,

- de comprendre les mécanismes de production d’hydrogene et des métabolites associés, ou de
métabolites compétiteurs a la production souhaitée et de connaitre les voies métaboliques
empruntées par les consortia bactériens lors des tests de fermentation, selon les biomasses et leur

composition,

- d’identifier des compositions de communautés bactériennes favorables a la production

d’hydrogeéne émergeant par fermentation endogéne,
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- d’établir des groupes (par nature ou composition des biomasses) selon les paramétres expliquant
les profils de productions d’hydrogeéne/développements bactériens/productions de métabolites

obtenus.

Les fermentations sont mises en ceuvre dans un réacteur agité semibatch (RASB) a 37°C
dont différents paramétres de fonctionnement (tableau 23) ont été précédemment optimisés avec
des boues de STEP et un substrat modéle (Clion et al., 2015). Les performances de production

d’hydrogene des différentes biomasses par fermentation endogéne sont comparées entre elles.

Tableau 23: Paramétres des tests de fermentation

Paramétre Valeur
Température de fermentation 37°C
Agitation du milieu fermentaire 220 tr/min
Débit de gaz de balayage (N) 50 mL/min
Ajustement pH initial 7,0
Régulation du pH par ajout de NaOH 5,7

Les deux premiéres parties de ce chapitre portent sur la possibilité d’utiliser différentes
biomasses en tant que substrat et source de bactéries productrices d’hydrogéne (fermentation
endogene). Les performances de production d’hydrogéne, les productions de métabolites ainsi que
les structures des communautés bactériennes identifiées seront abordées. La troisiéme partie, plus
exploratoire, porte sur la possibilité d’extraire les sucres fermentescibles des biomasses, en vue

d’une utilisation dans le bioréacteur membranaire fonctionnant en continu.

2 Potentiel de production d’hydrogene par fermentation
endogene de déchets organiques agricoles et agroalimentaires

Le tableau 24 présente ’ensemble des biomasses, variées en termes de structures et

d’origines, testées pour la production d’hydrogene par fermentation obscure endogene.

Tableau 24 : Récapitulatif des biomasses testées pour la production d’H, par fermentation obscure

Filiére Biomasse Lots
Bourbes (bo) 2 années (2015 et 2016)
Vin Marcs (ma) 2 années (2015 et 2016)
Raisin moisi (rm) 1 lot
Café torréfié Pellicules argentées (pa) 2 lots
Levures industrielles (lei) 1 lot
Dréches industrielles (dri) 1 lot
Brasserie industrielle S )
Eaux résiduaires industrielles (er) 1 lot
Kieselguhr industriel (ki) 1 lot
) ) Dreéches de microbrasserie (drm) 1 lot
Microbrasserie ) )
Levures de microbrasserie (lem) 1 lot
) Radicelles de malterie (ra) 3 lots
Malterie
Eaux résiduaires de malterie (-) 1 lot
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Les biomasses collectées ont été utilisées en tant que substrat et inoculum dans les mémes
conditions, a I’exception de la charge massique introduite dans le bioréacteur. En effet, en premier
lieu, les tests sont effectués avec une charge massique initiale de biomasse de 7,1%(m/v). La
charge des pellicules argentées a été diminuée a 3,6%(m/v), car dans les conditions testées en
premier lieu, I’eau de dilution a été totalement absorbée par la biomasse, induisant des problémes
d’homogénéisation du milieu réactionnel. Pour les levures et les radicelles d’orge, la charge a été
augmentée a 28,4%(m/v) afin d’obtenir des productions de gaz significatives. Les eaux

résiduaires ont été mises en ccuvre sans dilution dans le bioréacteur.
2.1 Potentiel de productions d’hydrogéne des biomasses collectées

Sur I’ensemble des tests réalisés, seules les eaux résiduaires de malterie n’ont pas généré
d’hydrogene. La figure 51 présente les performances moyennes de production de I’ensemble des
tests ayant généré de I’hydrogeéne : production (L/kg), productivité maximale (L/L/h), temps de
latence (h), rapport molaire H,/CO..
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Figure 51 : Comparaison des performances de I’ensemble des tests ayant généré de I’hydrogene : production
(L/kg) (a), productivité maximale (mL/L/h) (b), temps de latence (h) (c), rapport molaire H,/CO, (d)

Des productions sur une large gamme comprises entre 0,7 et 57 L/kg ont été obtenues et

sont peu variables pour les différents réplicats et lots testés. Les meilleures productions moyennes
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(>50 L/kg) ont été générées avec les bourbes vitivinicoles. Un second groupe de biomasses a
donné des performances moyennes (entre 10 et 25 L/kg): dréches de microbrasserie, raisin
contaming, pellicules argentées de café, marcs de raisin. Les productions moyennes du reste des
biomasses (levures, dréches, kieselguhr, radicelles, eaux résiduaires industrielles, levures de

microbrasserie) sont plus faibles (<10 L/kg).

Des productivités maximales moyennes comprises entre 10 et 80 mL/L/h ont été obtenues
et sont variables pour I’ensemble des tests sur une méme biomasse. Un premier groupe de
biomasses a généré de bonnes productivités moyennes (>30 L/L/h): bourbes, dréches de
microbrasserie, levures industrielles, marcs de raisin, radicelles d’orge, levures de microbrasserie.
Des productivités plus faibles (<30 mL/L/h) ont été obtenues pour les raisins avec moisissures, les

pellicules argentées, les dreches industrielles, le kieselguhr et les eaux résiduaires de brasserie.

Les temps de latence moyens sont compris entre 2 et 11 h. Le temps de latence le plus
faible (2h) est celui du test a partir des dréches de microbrasserie, puis des eaux résiduaires de
brasserie, les radicelles d’orge, les pellicules argentées et le kieselguhr (<8 h). Des temps de
latence moyens (entre 8 et 12 h) ont été¢ obtenus pour le raisin « moisi », les marcs, les bourbes,
les levures industrielles et de microbrasserie, et le temps de latence le plus élevé (18 h) a été

obtenu pour les dréches de brasserie industrielle.

Des rapports molaires H,/CO, compris entre 0,3 et 1,0 ont été obtenus ; les valeurs les plus
élevées (> 0,8) étant celles des tests avec les levures de brasserie industrielle et les bourbes, et les

plus faibles (< 0,4) avec le kieselguhr, les eaux résiduaires brassicoles et les radicelles.

Ainsi, a 'exception des eaux résiduaires de malterie, une production d’hydrogéene par
fermentation endogéne a donc été obtenue a partir de toutes les biomasses avec des
performances variables.

2.2 Discussion

La fermentation obscure endogéne de biomasses variées en termes de nature et d’origine,
sans aucun prétraitement visant a modifier ou enrichir la population bactérienne indigéne, a
généré de I’hydrogéne dans la majorité des cas. Sur 12 biomasses testées, seules une, les eaux
résiduaires de malterie, n’a pas généré d’hydrogéne. Néanmoins, il s’avére que le potentiel de
production différe selon la nature des biomasses. Si la biomasse ‘bourbes viticoles’ se distingue
par des productions particuliérement élevées (57 L/kg), les productions des autres biomasses sont
plus modestes (<25 L/kg). Cependant, selon leurs disponibilités totales, il est possible d’estimer
leur potentiel pour la production de biohydrogéne, compris entre 3 et 7600 tonnes par an (tableau
25). Comme les pilotes actuels mis en ceuvre en fermentation obscure ont des volumes de travail
allant de généralement de 0,2 2 100 m® (¢f1.3.4.4), nous proposons un exemple de la production

journaliére qu’il serait possible d’atteindre pour un bioréacteur de 1 m’.
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Tableau 25 : Estimation du potentiel de production d’hydrogéne des biomasses testées

Exemple pour un

Py, moy Py, moy P’n; moy réacteur de 1 m* Potentiel annuel
Filiére Biomasse (L/kg) (kg/t) (mg/L/j) (gu2/j) (tuz/an)*
Bourbes 56,7+ 38,1 4,7+0,7 158,4 =40,7 158 £ 41 7,6x 10°+ 1,1 x 10°
Vitivinicole Marcs de raisin 150+29 1,2+02 773 +33,4 77+33 1,3x10°£0,2x 10°
Raisin moisi 20,0 0,2 78,5 78,5 -
Torréfaction Pellicules argentées 16,1 +3,2 1,3+0,3 26,9+5,7 169+57 3,0+6,0
Levures 7,0£0,6 0,6 £0,1 1208 +11,3 121 £ 11 30+ 6,4
. Dreéches 6,7+0,3 0,6 £0,0 26,4 +4,7 26,4 +4,7 170+8,5°
Brasserie
Kieselguhr 0,7 0,1 21,2 21,2 -
Eaux résiduaires 2,5 0,2 16,5 16,5 -
. . Levures 23+1,3 0,2+0,1 71,9 +38,3 71,9 +38,3 -
Microbrasserie
Dreéches 243+1,3 2,0+0,1 136,5 £ 20,5 136 £20 -
Malterie Radicelles d’orge 2,5+0,6 0,2+0,1 78,5 +32,8 79 + 33 -

*selon les quantités disponibles des différentes biomasses en France (cf tableau 1).

Ainsi, pour un pilote de 1 m’, avec les dilutions utilisées dans cette étude, il serait
envisageable de produire entre 16,5 et 158 gy,/j en moyenne, a partir de substrats trés diversifiés.
La variabilité concernant les performances de production en hydrogene des différents tests est due
au fait que les biomasses ont été testées sur différents lots et pour certaines avec différentes
conditions de conservation. Ceci dit, cette variabilité reste acceptable, pour une production rapide
et simple a mettre en ceuvre, limitant les cofits de production car aucun prétraitement n’est réalisé.
De plus, les résultats obtenus dans cette étude sont trés proches des résultats obtenus lors de
travaux antérieurs (Frangois-Lopez, 2016) au laboratoire, sur d’autres lots de biomasses

vitivinicoles.

Les pellicules argentées de café, les radicelles d’orge et le kieselguhr ont été testés pour la
premiére fois dans cette étude. Les pellicules argentées de café sont trés intéressantes car de fagon
générale, la production de déchets organiques est saisonniere (filiére vitivinicole) et/ou ne se
conserve pas bien (biomasses brassicoles et maltéicoles). Les pellicules argentées, biomasse
produite a I’échelle mondiale, peu valorisée et abondante, se conservent bien grace a un taux en
matiéres seéches élevées, inhérent au processus de torréfaction du café (Barrel, 2008). Elles
peuvent étre utilisées en complément des autres biomasses. Cela peut étre une forme de stockage
du potentiel de production d’hydrogene. Les radicelles d’orge sont déja valorisées en alimentation
animale, mais seule une partie est valorisable (dans le cas de I’industriel contacté). Ainsi, une
utilisation énergétique serait intéressante. Le kieselguhr, bien qu’ayant donné de faibles
productions, peut étre intéressant car il n’est pas valorisé actuellement. Notons que dans le cas des
déchets organiques de microbrasserie, aucune filiére de valorisation n’est en place, et cette filiere

est en développement en France.

Le tableau 26 propose également une comparaison de nos résultats avec ceux obtenus a

partir de biomasses de natures semblable dans la littérature.
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Tableau 26 : Comparaison des performances de nos tests avec celles issues de la littérature

Substrat Prétraitement Inoculum Rendements Reférence
B b A A 56,7 + 8,7L112/kghiomassc Not 5t d

ourbes ucun ucun 40 £ 0,6 L/ Lugstr otre étude
Lactosérum Aucun Aucun 5,2 Liy/Lisacteur Asunis et al., 2019
Mares de raisi A A 15,0 =+ 2,9Ln,/Kgbiomasse Notre étud

arcs de raisin ucun ucun 1.0+ 0,0 Lt/ Lutsaer otre étude
R .. .. A A 20,0 LHz/kgbiomasse N t ,t d

aisin « moisi » ucun ucun 143 Lin/ Ly otre étude
Dréches de 6,7 £ 0,3 Luy/Kgbiomasse .
brasserie industrielle Aucun Aucun 33,5+ 1,5 Lip/kes Notre étude
Dreéches de 24,3 + 1,3 Luy/Kgbiomasse )
micrbrasserie Aucun Aucun 86,8+ 4,6 Ly /kurs- Notre étude
Marcs de raisin Broyage Boues de méthaniseur 1 Liy/K8iomasse Guo et al., 2014

Marcs de pommes Hydrolyse acide, C. butyricum,

0,6 Lizy/Lisacteur Pachapur et al., 2015

+ glycérol brut filtration E. aerogenes
Raisin miir Broyage Boues de méthaniseur 0,3 Liy/Licacteur Hwang et al., 2011
. Boues de STEP traitées
Dréches Broyage thermiquement 38,8 Luy/kgus Zhang et Zang, 2016
Dréches Acide dilué C. pasteurianum 53,0 Luy/kgus*** Cui et al. 2009

*MS = matiéere seche

Ainsi, comme dans 1’étude d’Asunis et al., 2019 utilisant un substrat plus riche en glucides
solubles que nos biomasses (57,7 g/L contre au maximum 12 g/ dans notre étude), les
performances de production endogéne des bourbes sont trés é€levées. Les performances de
production a partir de marcs de raisin sont 15 fois plus élevées comparativement a celles du test
de Guo et al. (2014), avec broyage et ajout d’inoculum et similaires a celles de Pachapur et al.,
(2015) sur des marcs de pommes et du glycérol brut en utilisant des cultures pures et un
prétraitement d’hydrolyse acide. Le test a partir de « raisins moisis » donne des productions tres
supérieures au test de Hwang et al. (2011) utilisant du raisin mir, avec broyage et ajout
d’inoculum. Concernant les tests a partir de dréches, un prétraitement acide (Cui et al., 2009)
favorise la production d’hydrogéne, avec une production 1,6 fois plus élevée que dans notre étude
si ’on compare a la fermentation des dréches de brasserie industrielle ; les dréches de
microbrasseries, plus riches en matiéres métabolisables, permettent d’obtenir les meilleurs
résultats sans prétraitement ni inoculum. L’étude de Zhang et al. (2016) également a partir de
dréches, avec broyage et ajout d’inoculum, donne des résultats similaires a ceux de notre étude
menée avec un protocole plus simple. Ainsi, I’ajout d’une étape de prétraitement de la biomasse
doit se faire en considérant le gain de production obtenu vis-a-vis de la simplicité et du cofit de la
mise en ceuvre a I’échelle industrielle, mais ¢’est une piste a envisager pour les biomasses pauvres

en matiére métabolisable.
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Ainsi, notre méthode de production, par fermentation endogéne, peut s’appliquer a un
panel varié de biomasses issues de différentes filieres de production. Par la suite, nous
nous intéressons aux mécanismes de production de différentes biomasses,
représentatives de ce qui a été testé et ayant des productions élevées (bourbes
viticoles), moyennes (dréches de microbrasserie, pellicules argentées de café, marcs de
raisin) et faibles (levures brassicoles, radicelles d’orge, kieselguhr). De plus, cette
sélection nous permettra de conserver une bonne variété d’origines et de natures de
biomasses.

3 Effets des caractéristiques des biomasses, du métabolisme et
de la microbiologie du milieu réactionnel sur la production

d’hydrogene en bioréacteur semibatch

Comme la production d’hydrogéne de nos tests est réalisée sans ensemencement initial,
seuls les parametres de fermentation ont une influence sur le développement et le métabolisme
bactérien dans le bioréacteur. L’objectif de cette étude est d’étudier les liens entre les productions
d’hydrogéne obtenues a partir de différentes biomasses et les productions métaboliques et
microbiologiques. Nous tenterons d’identifier les parameétres expliquant les profils de productions
d’hydrogene/développements bactériens/productions de métabolites obtenus pour les différents
groupes de biomasses, ainsi que les compositions de communautés bactériennes favorables a la

production d’hydrogéne.

Pour cette étude, des biomasses ayant généré des performances de production d’hydrogéne
variées ont été¢ retenues : bourbes vitivinicoles, marcs de raisin, pellicules argentées de café,
radicelles d’orge, levures, kieselguhr et dréches de brasseries industrielles et dréches de

microbrasserie.
3.1 Production d’hydrogéne et de métabolites

Cette partie propose une comparaison des performances de production a partir des
différentes biomasses selon 1’évolution des débits de productions d’hydrogene et de CO,, les

productions totales d’H, et CO,, les rendements DCO et les productivités en Ho.
3.1.1  Productions d’hydrogéne et de CO,

La figure 52 présente des profils de productions d’hydrogéne et de CO, des différentes

biomasses en bioréacteur semibatch.
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Figure 52 : Profils de production d'hydrogene et de CO, des bourbes (a), marcs (b), pellicules argentées (c),

radicelles (d), levures industrielles (e), dréches industrielles (f), dréches de microbrasserie (g), kieselguhr (h)

La durée des tests de fermentation varie entre 28 h et 72 h, avec des temps de latence

compris entre 2 h et 16 h, avant une phase d’augmentation exponentielle de la productivité en
hydrogene jusqu’a un débit maximum, compris entre 0,1 et 1,2 mL/L/min. Le test a partir des
radicelles d’orge (d) présente un profil particulier avec une augmentation trés progressive de la
production des gaz dans les 14 premicres heures. Un débit proche du maximum initial est
conservé plusieurs heures pour les tests a partir de bourbes viticoles (a), de marcs de raisin (b),

des pellicules argentées (c), de radicelles d’orge (d) et de kieselguhr (h) alors que pour les
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coproduits brassicoles (levures (e) et dréches (f,g)) la durée de production d’hydrogéne est plus
longue et avec un débit moins régulier. Puis, avec les bourbes (a), les marcs (b) et les radicelles
(d), le débit de production atteint un second maximum puis chute jusqu’a une valeur quasi nulle
en fin de production, alors que cette phase de décroissance est trés progressive pour le test avec
les pellicules argentées (c). Pour les tests a partir de levures (e), de dréches de brasserie
industrielle (f) et de microbrasserie (g), apres le premier maximum de productivité, le débit de
production d’hydrogéne chute brusquement. A partir des levures (), I’essentiel de la production
d’hydrogeéne est réalis€¢ a t = 24 h (production durant 16 h environ), de faibles reprises de la
production sont observées a t = 28 h et t = 54 h. Le débit de production a partir de kieselguhr (h)

est treés faible mais continu durant une longue période (40 h environ).

Les performances de productions d’hydrogene sont présentées dans le tableau 27.

Tableau 27 : Productions, rendements DCO, rapports H,/CO, générés par les différentes biomasses

nombre Pu; Rpco

Biomasse de tests (L/Kgniomasse) (Luz/Kgpco) H,/CO,
Bourbes viticoles 5 57+8 283 + 56 1,0+0,1
Marcs de raisin 7 15+3 41+9 0,6 +0,1
Pellicules argentées de café 4 18+2 21+2 0,7+0,0
Radicelles d’orge 3 3+1 17+4 0,4+0,1
Levures brassicoles 5 4+1 30+5 0,5+0,1
Dréches brassicoles 2 7+0 55+2 0,7+0,0
Dréches de microbrasserie 2 24+2 68+5 0,6 +0,2
Kieselguhr brassicole 1 1 27 0,3

Les productions moyennes en hydrogene (Py,) les plus élevées ont été obtenues avec les
bourbes (57 L/kg), puis les dréches de microbrasserie, les pellicules argentées et les marcs de
raisin (respectivement 24, 18 et 15 L/kg). Les dréches et levures brassicoles, les radicelles d’orge
et le kieselguhr ont généré les plus faibles productions (7, 4 et 3 L/kg respectivement). Les
bourbes génerent les meilleurs rendements DCO (283 L/kgpco en moyenne). Des rendements
moyens (30-68 L/kgpco) ont ét€ obtenus a partie des marcs de raisin, des levures et des dréches.
Les rendements les plus faibles ont été générés a partir des pellicules argentées et des radicelles.
Les meilleurs rapports molaires H,/CO, ont été obtenus a partir des bourbes (1,0 en moyenne),
puis le groupe marcs/pellicules argentées/dreches (0,6-0,7 en moyenne) et enfin les radicelles et
les levures, ce qui suggere que le métabolisme des deux derniers groupes est peu orienté vers la

production d’hydrogeéne. De méme, le kieselguhr donne lieu a un rapport H,/CO, tres faible (0,3).
3.1.2  Productions de métabolites

L’évolution des concentrations en glucides, en acides organiques et en alcools dans le
milieu réactionnel ainsi que 1’avancement de la production d’hydrogene (avH2) sont présentés sur

la figure 53
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Figure 53 : Evolution au cours de temps des concentrations en métabolites lors de la fermentation pour

différentes biomasses :

métabolites majoritaires (a gauche) et métabolites minoritaires (a droite)
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Chapitre 1V - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

/7

«» Bourbes viticoles

Du glucose (2,0 mmol/L), du fructose (2,1 mmol/L) et du tartrate (0,4 mmol/L) sont
présents initialement et commencent a étre consommés dés t = Sh, ce qui coincide avec le
démarrage de la production d’hydrogeéne. Le tartrate est consommé totalement en premier, suivi
par le glucose et le fructose, leur consommation est totale a 90% d’avancement de la production
d’hydrogéne. D’autre part, on note une teneur croissante en métabolites majoritaires (acétate,
butyrate et lactate) suivant le profil d’avancement de la production d’hydrogéne jusqu’a 48 h. De
méme, mais en quantités moindres, les teneurs en éthanol, succinate, formiate et isovalérate sont
croissantes jusqu’a 48 h. A D’exception de 1’éthanol, les concentrations de I’ensemble de ces
métabolites chutent de t =48 h a t = 72 h, ce qui coincide avec I’atteinte du volume maximal de

production d’hydrogéne durant cette période. Du butanol est produit en petites quantités a partir
de t =48h.

«» Marcs de raisin

Au début du test, du fructose (0,5 mmol/L), du glucose (0,6 mmol/L), du tartrate
(0,1 mmol/L) et de 1’éthanol (0,6 mmol/L) sont présents dans le milieu réactionnel. Les quantités
de glucides augmentent jusqu’a t = 24h (2,8 mmol/L (fructose) et 2,0 mmol/L (glucose)). La
quantité d’acide tartrique augmente jusqu’a t = 9 h (0,2 mmol/L) puis, il est consommé
progressivement jusqu’a t = 48 h. Le glucose et le fructose sont totalement consommés entre t =
24 h et t = 33 h. Le démarrage de la production d’hydrogene concorde avec le démarrage des
productions d’acétate et de butyrate a t = 9h avec un profil de croissance proche jusqu’a 24 h. La
concentration de ces métabolites atteint un pseudo plateau a partir de t = 24h. Du formiate est
¢galement produit entre t = 9h et t = 24 h et sa concentration diminue de t =24 h a la fin du test.
La teneur en isovalérate suite la méme tendance. Du lactate est produit jusqu’a atteindre un
maximum a t = 33 h. Il est ensuite consommé entre t =33 h a t = 48 h. La production de succinate

démarre a partir de t = 24 h et atteint un plateau a t = 33 h.
¢ Levures brassicoles

De I’éthanol en teneur trés importante est présent initialement dans le milieu réactionnel
(47,7 mmol/L), précédemment produit par les levures par fermentation éthanolique au cours de la
production de biére. Du lactate (5,0 mmol/L), de I’acétate (2,7 mmol/L), du succinate (1,0
mmol/L) et du formiate (0,8 mmol/L) sont également présent dans le milieu de culture initial. La
production d’hydrogéne démarre dés t = 9 h et atteint 84% du volume cumulé final a t = 33 h. Du
propionate et du butyrate sont produits dés t = 9 h et progressivement jusqu’a la fin de la
fermentation. Du butyrate est produit a partir de t = 9 h et atteint un plateau a t = 48 h. Dés t =33
h, du valérate est produit et on note que le lactate et le succinate sont totalement consommeés.

/7

+*¢ Radicelles d’orge

Du glucose et du fructose sont présents en faibles quantités (1,0 et 0,6 mmol/L

respectivement) en début de test, de méme que divers acides organiques : formiate (6,9 mmol/L),
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lactate (2,1 mmol/L), acétate (2,2 mmol/L), valérate (0,6 mmol/L) et succinate (0,4 mmol/L). Le
fructose est consommé totalement a t = 9 h et le glucose a t = 24 h. Dans le méme temps, la
quantité de lactate augmente de t = 0 h a t = 9 h pour atteindre la concentration la plus élevée
parmi les métabolites produits, et chute jusqu’a t = 24 h. Les concentrations de formiate d’éthanol
et de succinate suivent la méme cinétique, a de plus faibles teneurs. On remarque que la
production d’hydrogéne démarre avec la consommation de ces métabolites, et qu'une production
en propionate et en butyrate dans le méme temps avec un profil similaire & celui du degré
d’avancement de la production d’hydrogeéne. De 1’acétate est produit réguliérement tout au long

du test de fermentation.
% Pellicules argentées de café

Du formiate (0,7 mmol/L), du propionate (0,2 mmol/L) et du succinate (0,1 mmol/L) sont
présents initialement. Le formiate est consommé en partie de t = Oh a t =9 h puis produit jusqu’a t
= 72 h. Le propionate, dont la concentration augmente légérement de t = 0 h at =9 h, est
consommé en partie jusqu’a t = 24 h. Le démarrage de la production d’hydrogéne coincide avec le
démarrage de la production d’acétate, qui est le métabolite principalement produit, de t = 9 h
jusqu’a t = 72 h, et de butyrate, produit en plus faibles quantités. On note un saut dans
I’avancement de la production d’hydrogéne a 72 h, conjointe & une consommation importante de

formiate.

7

«* Dréches de microbrasserie

Le maltose est le seul métabolite analysé présent dans le milieu liquide en début de test (0,3
mmol/L). Il est consommé de t =0 h a t = 24 h. De 1’acétate, métabolite majoritairement produit
lors de ce test, est présent dans le milieu réactionnel a t = 9 h et sa production augmente jusqu’a
un plateau (t =24 h a t = 33 h) et augmente a nouveau jusqu’a 48 h. Dans le méme temps, de
I’¢thanol, du succinate et du butyrate sont produits. De 1’isovalérate, du valérate et du propionate
sont produits a partir de t = 9 h, t =24 h et t = 33 h respectivement en quantités beaucoup plus
faibles. Du lactate produit ou libéré dans le milieu réactionnel entre t = 0 h et t = 9 h est ensuite

consommé progressivement jusqu’a la fin de la fermentation.
¢ Dréches de brasserie industrielles

Contrairement au test avec les dréches de microbrasserie, de 1’éthanol et du lactate sont
présents initialement en faibles quantités (0,1 mmol/L dans les deux cas). On note également
I’absence de maltose. Du lactate est produit puis consommé de t = 28 h a t = 33h. La
concentration d’éthanol augmente et est maximale a t = 33 h et décroit de facon linéaire jusqu’a t
=72 h. De ’acétate et du butyrate sont produits a partir de t =9 h jusqu’a t = 72 h, simultanément
a la hausse de la production d’hydrogéne ; cette méme tendance est observée pour le valérate. A

partir de t a 24 h, de I’isovalérate et du propionate sont produits en moindres proportions.

En conclusion du suivi de I'évolution des métabolites, on note que plusieurs phases de
production/consommation de métabolites, corrélables a la production d’hydrogéne,
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ont lieu pour I'ensemble des tests. Dés le début de la production d’hydrogene, une
production d’acétate, de butyrate et d’éthanol, en proportions variables, a lieu, parfois
accompagnée d’une production importante de lactate ou de propionate. On observe
une phase, correspondant a la consommation totale en glucides, pour les tests ol
ceux-ci sont présents initialement dans le milieu réactionnel, ou de I'hydrogéne
continue a étre produit aprés l'arrét de la production exponentielle d’acétate,
butyrate ou éthanol avec une consommation concomitante de lactate, de formiate,

d’éthanol, de succinate selon les cas.

La figure 54 présente les rendements de production/consommation moyens des acides

organiques et alcools de I’ensemble des tests de fermentation réalisés.
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Figure 54 : Comparaison des rendements de productions de métabolites par fermentation endogéne a partir de
bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd), levures

brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr (ki)

Les rendements de production de métabolites les plus importants ont été atteints en
moyenne pour les tests réalisées avec les bourbes, puis les pellicules argentées de café, les dréches
de microbrasserie et les marcs de raisin (>400 mmol/kg). Des productions plus faibles ont été
générées a partir des dréches brassicoles (341 mmol/kg en moyenne), des levures brassicoles
(222 mmol/kg en moyenne) et des radicelles d’orge (155 mmol/kg en moyenne). On note la
consommation de tartrate, ainsi que de citrate en trés faible quantité principalement pour les
bourbes mais aussi pour les marcs de raisin. Une quantité importante de formiate a été
consommée pour les radicelles et les pellicules argentées, en proportion moindre. De 1’éthanol est

consommé pour les levures brassicoles.

Concernant les tests réalisés a partir des bourbes, on constate que les biomasses issues de
différentes années de production (2015 et 2016) générérent des profils de production de
métabolites similaires. Les tests avec les marcs de raisin suivent une tendance semblable, avec
toutefois une variation un peu plus importante dans les proportions de métabolites produits.
Notons que pour le test mal5d, une quantit¢ importante d’acétate libérée dans le milieu

réactionnel en début de test est a 1’origine de la faible production calculée. Pour les pellicules
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argentées, les tests pala et palb ont été réalisés a partir de 7,1%(m/v) de biomasse. Cependant, il
a été constaté lors des premiers tests que la quantité d’eau ajoutée était en grande partie absorbée
par la biomasse, I’ajout initial de biomasse a donc été diminué a 3,6%(m/v) lors des tests pa2b et
pa2c, afin de favoriser ’homogénéisation du milieu réactionnel. De meilleurs rendements de
production en métabolites totaux sont associés a ce changement. Concernant les radicelles d’orge,
3 lots ont été testés et ont généré des productions métaboliques proches, a 1’exception du
troisiéme test (rd3) pour lequel de I’acétate est consommé. Les rendements de productions a partir
de différents tests de levures sont comparables. Notons de plus que le test leia, réalisé a partir de

7,1% (m/v) de levures, donne un rendement relativement proche des autres tests, réalisés a partir
avec 28,4%(m/v) de biomasse.
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Figure 55 : Comparaison de la distribution des métabolites produits par fermentation endogéne a partir de
bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd), levures

brassicoles (lei), dréches industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Pour I’ensemble des biomasses, la proportion d’acétate des métabolites produits analysés
est importante et variable (17-81%), a I’exception des tests mal5d et 15¢ et rd3. La production de
butyrate est importante pour les bourbes (34-51%), les dréches brassicoles (34-48%) et les
radicelles d’orge (22-35%) et faible pour les marcs de raisin (0-27%), pellicules argentées de café
(7-12%), levures brassicoles (0-24%) et dréches de microbrasserie (0-19%). On note une
proportion d’éthanol variable pour les marcs de raisin (0-94%), les dréches de microbrasserie’
(14-46%) et les radicelles d’orge (4-21%%). Du propionate est produit pour les radicelles d’orge
(11-26%) et les levures brassicoles (18-32%) ainsi que du succinate pour les marcs de raisin
(0-22 %) et les dréches de microbrasserie (7-9%).

Dans I'ensemble, une empreinte métabolique générée en fin de test de fermentation de
chaque biomasse est mise en évidence. La fermentation des bourbes produit le couple
butyrate-acétate et consomme du tartrate ; la fermentation des marcs de raisin et des
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dreches de microbrasserie générent de I'éthanol et de I'acétate ; la fermentation des
pellicules argentées donne lieu principalement a de l'acétate ; la fermentation des
radicelles se caractérise par la consommation de formiate et la production de
butyrate, propionate et isovalérate; la fermentation des levures consomme de
I’éthanol et produit de I'acétate ; la fermentation des dréches industrielles de brasserie
industrielle mene a la production de butyrate et d’acétate dans les mémes proportions
que pour la fermentation des bourbes mais en quantité 5 fois moins importantes.

3.1.3  Analyse statistique

Afin d’identifier d’éventuelles corrélations entre les productions d’hydrogéne et les
productions de métabolites, la composition ou la nature de la biomasse, une analyse des
composantes principales (ACP) a été réalisée a partir des variables de production de 1’ensemble
des tests de fermentation endogene précédemment présentés (figure 56). L’ ACP est une méthode
utilisée pour résumer, dans un espace de faibles dimensions, la variance d’un nuage de points. Ce

faisant, cela fournit un apergu des relations linéaires entre les objets et les variables.

163



Chapitre IV - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

i pa2b
-
N !
) L
X L
© 4
L
é
ma'6c HENLS
; i leie eip
1 mai 5d
1 ma1fb
rhad5 drlsia rd3a
................ D matsa
U | R
T T T T T
-6 -4 2 0 2
u axe 1
<
o
N
o
° toutCO2
® toutH2
o o ABuS——Ar———— =V . e
< toutRDCO ATa=
productiviteH2
~
R
T T T
-0.4 0.2 04

axe 1

abréviations: productions H, (toutH2) et CO, (toutCO?2), productivités en hydrogene (productiviteH2), rendements DCO (toutRDCO),
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isovalérate (diva), citrate (ACi), tartrate (ATa), propionate (Apr), d’éthanol (EtOH), propanol (PrOH), butanol (BuOH).

Figure 56 : ACP des tests de fermentation (a) et des variables de production (b) pour les biomasses bourbes
viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd), levures brassicoles

(lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)
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Dans I’ensemble, on note que les réplicats pour une méme biomasse sont relativement
proches, a I’exception des tests utilisant les marcs de raisin, tantdt rapprochés des tests avec les
pellicules argentées (mal6b), des dréches de microbrasserie (malSc, mal6c, malSe). Le
métabolisme des marcs de raisin est tantot corrélé a une production plus importante de propionate,
tantot d’éthanol, de butanol, de citrate, d’isovalérate et de succinate avec une productivité élevée
en hydrogene, tantét a une production d’acide valérique et a un temps de latence élevé. Sur la
composante principale 1, on voit que I’ensemble des tests réalisés avec des bourbes est groupé
(figure 56a) et corrélé (figure 56b) avec les productions maximales en hydrogene et en CO,, en
butyrate, le meilleur rendement DCO, et de fagon moindre avec les plus fortes productions
d’acétate, de lactate et de formiate et une bonne productivité en hydrogene. On note également
une forte corrélation entre la consommation du tartrate et les bourbes. Sur la composante
principale 2, on note qu’un second groupe de tests réalisés a partir des pellicules argentées se
détache et est corrélé avec de fortes productions de propionate, de propanol et d’acétate. En
combinant les composantes principales 1 et 2, on note la formation d’un groupe constitué¢ des
levures, des radicelles d’orge, du kieselguhr, des dreches industrielles et ne semble corrélé a
aucune des productions de métabolites présentées. Cet ensemble de biomasses était caractérisé par

de faibles productions totales de métabolites.

Selon cette analyse, on note que les tests a partir bourbes se détachent du reste des
biomasses, du fait de leurs performances de production en hydrogéne élevées et un
métabolisme orienté vers la production de butyrate, de formiate et de lactate. Les tests
utilisant des pellicules argentées se distinguent pour leurs fortes productions
d’acétate, de propionate et de propanol, associées a un test a partir de marcs de raisin.
Pour cette derniere biomasse, le métabolisme est variable selon les tests. Enfin, les
levures, les radicelles d’orge, le kieselguhr et les dreches brassicoles industrielles
constitue un ensemble produisant comparativement peu de métabolites.

3.2 Caractérisation et classification des biomasses.

Les teneurs en matieres seches, volatiles et minérales, les teneurs en DCO, glucides et
métabolites, les répartitions élémentaires des différentes biomasses ont ét¢ analysées. L’objectif
de cette partie est d’identifier d’éventuelles corrélations entre les caractéristiques des biomasses et
les performances de production d’hydrogéne en bioréacteur semibatch. Ensuite, une classification

statistique des biomasses selon ces éléments a été effectuée.
3.2.1 Analyse de la composition biochimique des biomasses
3.2.1.1 Analyse des matiéres séches (MS), volatiles (Mv) et minérales (Mi)

La figure 57 présente la teneur en MS (figure 57a) et les distributions en Mv et en Mi,
normalisées par rapport a la MS (figure 57b) des différentes biomasses. Notons également que la

My est assimilable a la matiére organique.
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Figure 57 : Analyse des matiéres séches (a) et distribution des matiéres minérales et volatiles (b) des bourbes
viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (ra), levures brassicoles

(lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Excepté pour la valeur de MS moyenne la plus élevée, 80 %(m/m), obtenue pour les
pellicules argentées de café, la tenecur en matic¢res séches des échantillons varie entre 12 et
35%(m/m). Les valeurs les plus faibles (<20 %(m/m)) sont celles des biomasses radicelles,
levures et kieselguhr. Les biomasses pellicules argentées, marcs de raisin, et dréches brassicoles
(industrielles et microbrasserie), radicelles d’orge et levures présentent des teneurs en Mv élevées
(>90%). Les biomasses kieselguhr et bourbes se distinguent avec des teneurs en Mi plus
importantes, respectivement 90%MS et 24%MS. Le kieselguhr est peu chargé en MS avec une

trés faible proportion en Mv ; il est donc pauvre en matiére métabolisable.
3.2.1.2 Dosage de la demande chimique en oxygene (DCO) et des glucides solubles

La figure 58 présente les valeurs de DCO (a) et des teneurs en glucides solubles (b) des

différentes biomasses.
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Figure 58: Dosages de la DCO (a) et des glucides solubles totaux (b) des bourbes viticoles (bo), marcs de raisin
(ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (ra), levures (lei), dréches industrielles (dri), dréches de

microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Les DCO introduites dans le bioréacteur les plus élevées (figure 58a) sont celles des

biomasses pellicules argentées (87%), puis marcs de raisin (37%) et dréches de microbrasserie
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(36%). Un autre groupe constitué des biomasses bourbes, dréches de brasserie industrielle,
radicelles d’orge, levures brassicoles, kieselguhr présente des valeurs de DCO; comprises entre 13
et 28%. La biomasse kieselguhr présente la DCO la plus faible (3%). La biomasse bourbes a la
plus forte teneur en glucide soluble (200 g/kg biomasse), suivies par les biomasses marcs de raisin
(75 g/kg) et levures brassicoles (41,3 g/kg). Les biomasses pellicules argentées, dréches de
microbrasserie, radicelles d’orge, kieselguhr ont des teneurs en glucides solubles faibles. Pour les

dréches industrielles, non n’avons pas mesur¢ la présence de glucides.
3.2.1.3 Analyse élémentaire

La figure 59 présente la distribution des compositions en carbone (C), hydrogéne (H) et

azote (N) (figure 59a) et le ratio massique C/N (figure 59b) des différentes biomasses.
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Figure 59 : Analyse CHN (a) et rapport C/N (b) des bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules
argentées de café (pa), radicelles d’orge (ra), levures brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri),

dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Le carbone est 1’élément principal pour toutes les biomasses (figure 59a), suivi par I’azote
et I’hydrogene. La biomasse pellicules argentées a la teneur en carbone la plus élevée, 36%(m/m),
suivie par les biomasses marcs de raisin, dréches de brasserie industrielle et dréches de
microbrasserie, bourbes, radicelles d’orge et levures brassicoles qui ont des teneurs en carbone

proches, 5-15%(m/m). Le kieselguhr présente la teneur en carbone la plus faible, 0,6%(m/m).

Les ratios C/N les plus élevés (figure 59a) sont ceux des biomasses bourbes, radicelles
d’orge, pellicules argentées. Les biomasses marcs de raisin, dréches de brasserie industrielle,
radicelles d’orge, et levures de brasserie industrielle présentent des ratios proches (15-25). Les

biomasses levures industrielles et kieselguhr présentent les ratios C/N les plus faibles (10).

La figure 60 présente la répartition élémentaire des biomasses en macro et micro nutriments

dans les Mi.
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Figure 60 : Analyse élémentaire des bourbes viticoles, marcs de raisin, pellicules argentées de café, radicelles

d’orge, levures brassicoles, dréches brassicoles industrielles, dréches de microbrasserie, kieselguhr brassicole

Pour toutes les biomasses, les €léments principaux sont le soufre (S), le silicium (Si), le
sodium (Na), et le fer (Fe). Ces éléments sont présents en tres faibles quantités dans les dréches de
microbrasserie (<50 mg/kg). On trouve également de fortes quantités d’aluminium (Al) et de

titane (T1) dans les cendres de la biomasse ‘kieselguhr’, riche en Mi.
3.2.1.4 Analyse des métabolites initiaux

La figure 61 présente une analyse des glucides, acides organiques et alcools dans le milieu

fermentaire initial.
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Figure 61 : Teneurs en glucides solubles (glucose, fructose, maltose), acides organiques, alcools initialement

présents dans le milieu fermentaire pour les différentes biomasses

En premier lieu, on remarque que la quantité¢ de glucose et de fructose de la biomasse
bourbes est trés élevée, de méme pour la biomasse marcs de raisin de fagcon moindre. On note

¢galement la présence de tartrate dans ces biomasses. Du glucose et du fructose sont présents en
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petites quantités dans la biomasse radicelles d’orge. Du maltose est présent uniquement dans la

biomasse dréches de microbrasserie.

On note la présence d’éthanol dans les biomasses brassicoles kieselguhr et levures, ce qui
est prévisible, étant donné qu’elles sont issues de la phase de post fermentation du procédé de
fabrication de la bi¢re. De 1’éthanol est présent dans les marcs de raisin, ce qui indique que la
biomasse a commencé a fermenter avant sa mise en ceuvre dans le bioréacteur. Du formiate est
présent en proportions non négligeables dans les pellicules argentées et les radicelles d’orge. Du
lactate est présent dans les dréches industrielles, le kieselguhr, les levures, les radicelles. Du
succinate en quantités plus faibles est présent principalement dans les pellicules argentées et les

levures. Du propionate uniquement est présent dans les pellicules argentées.

Les différentes analyses des matiéres seches, volatiles et minérales montrent la
diversité des biomasses testées. Des tests statistiques multivariés sont réalisés par la
suite dans la dynamique de pouvoir corréler la nature et la composition de la
biomasse aux criteres de performance de production d’hydrogene.

3.2.2  Analyse statistique
3.2.2.1 Classification des biomasses

Les variables retenues pour mener 1’analyse sont les teneurs en maticres séches, volatiles et
minérales, la DCO introduite dans le bioréacteur, les teneurs en glucides (glucides solubles totaux,
maltose glucose et fructose), les teneurs en nutriments (C, H, N, Al, B, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, S, Si, Sr, Ti, Zn, Zr), les teneurs en acides organiques (citrate, tartrate,
pyruvate, succinate, lactate, formiate, acétate, propionate, butyrate, isovalérate, valérate) et en

alcools (éthanol, propanol, butanol).

Une matrice des distances euclidiennes des variables a été générée, puis la méthode de
clustering de Ward (Ward, 1963) a été appliquée. Ensuite, une analyse en composantes
principales (ACP) sur la matrice des distances a été réalisée. La figure 62a présente le résultat du
clustering hiérarchique et la figure 62b présente les axes 1 et 2 de ’ACP couplée avec le résultat

du clustering hiérarchique.

169



PC2

Chapitre IV - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

ﬂ 8 N roup1
@ o (Group 2
)
0
0
=)
F 4
[)
<
)
Q
§ w©
»
T 0
c [32)
@
1)
2 5
S o
=] F 4
G o
-
ey
>
]
T 8
F -
)
2
o
o | 1
)
8 - = —
= e 5 3 B 2 E 2 e g
o o © © ©
n i i - §
Woots
Boote
0 | M Group 1
5] : @ Group 2
Dl ari
Eorm :
urd
o | @mate e e e oo e eee et oo e eee oo eeeeeeeeeeeeeee oo
o ;
@' mats He
: M
° i
pL
:
=
e
:
Q| @oa
-
T T T T
-1 0 1 2
PC1

Figure 62 : Cluster selon la méthode de Ward (a) et ACP (b) des différentes biomasses : bourbes viticoles (bo),
marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd), levures brassicoles (lei), dréches

brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Deux groupes principaux de biomasses sont définis (figure 62a) : les marcs 2015 et 2016
ainsi que les pellicules argentées d’une part, le reste des biomasses d’autre part. Dans le second
groupe, on note la proximité du kieselguhr, avec les bourbes 2016 et des dréches industrielles
d’une part et des levures, des radicelles d’orge, des bourbes 2015 et des dréches de microbrasserie

d’autre part.

Sur la composante principale 1 (PC1) de I’ACP (figure 62b), on note que le kieselguhr
(groupe 1) est trés €loigné du reste des biomasses, de méme que les pellicules argentées de café,

opposées au kieselguhr (groupe 2). Les autres biomasses sont rassemblées vers le milieu de 1’axe.
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Les marcs 2015 et 2016 (groupe 2) sont trés proches des bourbes 2015 et 2016 et des dréches de
microbrasserie (groupe 1). Les dréches brassicoles industrielles sont proches des levures
brassicoles industrielles (groupe 1) et des radicelles (groupe 1). L’¢loignement des pellicules
argentées et du kieselguhr du reste des biomasses peuvent étre expliqués par de fortes teneurs en
matieres séches, carbone, matieres volatiles et DCO pour les pellicules argentées au contraire du
kieselguhr, qui présente de fortes teneurs en carbone et en matieres minérales. Le reste des
biomasses est donc échelonné selon ces paramétres, le groupe marcs/bourbes/dréches de

microbrasserie étant plus riche en carbone que le groupe dréches industrielles/levures/radicelles.

Sur la PC2, on note que les pellicules argentées de café (groupe 2) se détachent nettement
du reste du groupe. Il y a relativement peu de distance entre les marcs (2015 et 2016) (groupe 2),
les levures industrielles (groupe 1), et le kieselguhr (groupe 1). Un autre ensemble constitué¢ des
dréches de microbrasserie et industrielles et des radicelles est formé. Enfin, les bourbes sont a
I’extrémité de la PC2. Le second élément pouvant expliquer la répartition des biomasses est la

teneur en hydrogene évaluée lors de I’analyse élémentaire.
3.2.2.2 Paramétres difféerenciant les biomasses

La figure 63 présente une ACP basée sur la matrice des variables caractérisant les

biomasses.
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Figure 63 : ACP des variables environnementales des bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules
argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd), levures brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri),

dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr brassicole (ki)

Différents ¢léments se détachent du nuage de points ( figure 63a) : C, N et H, sur ’axe 1 et

Fe, Si, Al sur I’axe 2. Le kieselguhr est trés nettement séparé des autres biomasses et corrélé avec
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I’axe 2. En effet, sa forte teneur en matiéres minérales (90%) et en Si, Al et Fe sont dus a son

origine (terres de diatomées).

Comme le kieselguhr est trés différent des autres biomasses, et que les éléments C H et N
¢taient trés éloignés du nuage de point, I’analyse a été effectuée sans les ¢léments Al, Fe. Si, afin

d’identifier des paramétres pour lesquelles les variations sont moins importantes. La

figure 64a présente le clustering hiérarchique selon la méthode de Ward basé sur les

distances euclidiennes des variables environnementales et la

figure 64b présente le tracé des composantes principales 1 et 2 d’une ACP couplée avec le

résultat du clustering hiérarchique.
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Figure 64 : Clustering hiérarchique selon la méthode de Ward (a) et ACP couplée aux clusters de Ward (b) basés

sur les distances euclidiennes des variables environnementales (sans C, H, N, Al, Fe, Si)

172



Chapitre IV - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

Sur la figure 64a, on note que 6 groupes de variables sont formés: soufre ;
glucose/fructose ; Mv/MS/Mal ; Ti; Na/Zn. Le reste des variables comprenant les autres
¢léments, les acides organiques et les alcools, différencie peu les biomasses. Notons que la forte
concentration en titane correspond au kieselguhr. Sur la figure 64b, sur I’axe 1 de I’ACP, le soufre
(S) est isolé. De fortes valeurs en soufre ont été obtenues pour les marcs de raisin (1149
mmol/kg), les pellicules argentées (713 mmol/kg), les levures (836 mmol/kg) et les bourbes (507
mmol/kg). Ensuite, les variables Na, Fru, Glu, Zn sont relativement proches. Le reste des

variables est regroupé¢ au centre du graphique.

Sur I’axe 2 de I’ACP, Na est la variable la plus éloignée. Les teneurs en Na les plus élevées
ont été obtenues pour le kieselguhr (506 mmol/kg), mais aussi pour les levures (459 mmol/kg), les
radicelles (376 mmol/kg) et les pellicules argentées (190 mmol/kg). Ti et Zn sont regroupés. Ti
caractérise le kieselguhr, mais Zn a une teneur faible dans cette biomasse et plus élevée pour les
radicelles d’orge (184 mmol/kg), les dréches (90 mmol/kg) et les levures de brasserie industrielle
(49 mmol/kg). S est relativement proche du reste des variables. Le fructose et le glucose sont
¢loignés du nuage de points, les concentrations les plus élevées ont ét€ mesurées pour les bourbes
(652 mmol/kg (2015) et 686 mmol/kg (2016)), puis les marcs (121 mmol/kg (2015) et 103
mmol/kg (2016)) et enfin de fagon plus anecdotique les radicelles (8-12 mmol/kg).

3.2.2.3 Corrélations entre la composition des biomasses et les productions de métabolites

Pour déterminer si I’un des paramétres de composition d’une ou plusieurs biomasses a un
effet sur la production d’un ou plusieurs métabolites, une ACP (figure 15) a été réalisée en
incluant les données de composition de la biomasse, croisées avec les productions d’hydrogene et

de métabolites.
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Figure 65 : ACP avec la composition de la biomasse et les données de production (a) et des biomasses (b) pour les
biomasses bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge (rd),
levures brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm). Ajout de « _p »

lorsque le métabolite est produit lors de la fermentation

On note que la majorité des variables est regroupée au niveau du nuage de point au centre,
seules quelques variables s’en détachent : S, productions d’acétate, de butyrate, d’éthanol, de
lactate, de formiate, de succinate Si, Na, Fe, Zn, EtOH, Glu et Fru. Concernant les biomasses, un
groupe est constitué des pellicules argentées et des marcs de raisin. Les autres biomasses sont
isolées au regard des 2 dimensions. Le soufre est a I’extrémité de 1’axe 1, et est principalement
corrélé avec les pellicules argentées, les marcs de raisin et les dréches de brasserie industrielle.
Ensuite, les productions d’acétate et de butyrate se détachent du nuage de points et sont fortement
corrélées avec les bourbes, les marcs, les pellicules argentée et les dréches de microbrasserie dans
une moindre mesure. Les productions de lactate et de formiate sont anticorrélées avec les
radicelles, les levures et les dréches de brasserie industrielle. La production d’éthanol est corrélée
avec les dréches de microbrasserie. Les levures et dans une moindre mesure les radicelles et les
dréches de brasserie industrielle sont corrélées a de fortes concentrations initiales en Na, Si, Fe et
Zn.

Ainsi, selon ces deux méthodes d’analyse, en termes de composition, les pellicules
argentées et les radicelles d’orge sont trés différentes du reste des biomasses. Les
marcs de raisin ont le plus de proximité avec les pellicules argentées. Le kieselguhr,
pauvre en matieres organiques, est tres différent du reste des biomasses. Le
groupement des biomasses riches en matiéres organiques a été déterminé selon les
éléments suivants, forte teneur en S/C/N (marcs et pellicules argentées) et en DCO,
teneurs moyennes/fortes en S et en glucose et fructose (marcs, bourbes), teneurs en
zinc et sodium moyennes-élevées et faibles teneurs en MS (levures et dreches de
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brasserie industrielle, radicelles). Malgré la diversité des biomasses sélectionnées, peu
de différences liées a la DCO totale (sur la matiére seche) sont observées.

En conclusion de cette analyse, on peut voir que les biomasses les plus productives en
hydrogéne (bourbes 57 L/kg, dreches de microbrasserie 24 L/kg, puis pellicules
argentées (18 L/kg), marcs de raisin (15 L/kg) sont associées a de fortes productions
en acétate et en butyrate (dans une moindre mesure pour les dreches de
microbrasserie).

3.3  Analyse microbiologique

Les résultats d’analyse par séquencgage des échantillons de biomasse brute et a t = 24h de
fermentation en bioréacteur semibatch et ceux de I’analyse qPCR a 24 h de fermentation seront
présentés. Ensuite, une analyse statistique pour tenter d’identifier des corrélations entre les
résultats de microbiologie, les performances de production d’hydrogéne, métabolisme et les

caractéristiques des biomasses a été réalisée.

3.3.1 Profils des communautés bactériennes des biomasses avant fermentation et du milieu

réactionnel a t = 24h de fermentation

L’ADN des culots bactériens des échantillons de biomasses avant utilisation lors des tests
de fermentation et des culots bactériens issus des milieux réactionnels récoltés a t = 24 h des
différentes biomasses ont été extraits comme décrit précédemment. L’ADN bactérien codant

I’ARN16S des 4 échantillons a été analysé par séquencage [llumina a haut débit.
3.3.1.1 Classification des profils bactériens des biomasses brutes et a t = 24 h de fermentation

Une classification des profils bactériens des échantillons a été réalisée afin d’évaluer les
proximités des différents échantillons et 1’évolution de ces groupes de t =0 h a t = 24 h de
fermentation. Un clustering hiérarchique selon la méthode de Ward a été réalisé (figure 66a), ainsi
qu'une NMDS basée sur les distances de Hellinger couplée avec le résultat du clustering

hiérarchique de Ward basé sur les distances Chord des données (figure 66b).
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Figure 66 : Clustering hiérarchique selon 1a méthode de Ward (a) et ACP couplée aux clusters de Ward (b) basés
sur les distances euclidiennes des profils des communautés bactériennes des biomasses avant et a t = 24 h de
fermentation des bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles d’orge
(ra), levures brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm), kieselguhr
brassicole (ki)

Les communautés bactérienne des dréches industrielles (échantillon de biomasse et a t = 24
h de fermentation) sont séparées du reste de celles des autres biomasses (figure 66a). Ensuite,
deux grands ensembles sont formés : les communautés bactériennes des biomasses brutes d’un
coté, les échantillons a t = 24 h de fermentation de 1’autre, a I’exception de ’échantillon de
radicelles a t = 24h de fermentation, associé¢ aux profils bactériens des biomasses brutes. Avant
fermentation, le groupe dréches de brasserie/levures est séparé du reste des échantillons. A 24 h
de fermentation, on observe la formation de deux groupes : radicelles/pellicules argentées/dréches

industrielles/marcs d’une part, et bourbes/levures/dréches de microbrasserie d’autre part (figure
66d).

Sur ’axe 1 de I’ACP (figure 66b), on observe un regroupement des échantillons de
biomasses brutes (radicelles, pellicules argentées, dréches de microbrasserie, bourbes, marcs) et
des radicelles a t = 24 h ; Un second groupe rassemble 1I’ensemble des échantillons a t = 24 h de

fermentation (sauf pour les radicelles) et I’échantillon de dréches brassicoles industrielles brut.

Sur I’axe 2 de ’ACP, le profil bactérien des levures avant fermentation est isolé. Les
communautés biomasses brutes bourbes, marcs, radicelles, pellicules argentées, dréches de
microbrasserie sont groupées avec 1’ensemble des échantillons a t = 24 h de fermentation. Les

dréches brassicoles (brutes et t = 24 h) sont isolées.

En premiere approche, on constate que le profil bactérien des dréches brassicoles
industrielles n’évolue pas comme les autres biomasses lors de la production
d’hydrogéne. Le profil bactérien des radicelles reste proche de celui d’'une biomasse
non fermentée via notre procédé. Pour les autres biomasses, il y a une distinction nette
entre biomasse brute et biomasse a t = 24 h. A t = 24 h, les groupes suivants sont
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formés : radicelles/pellicules argentées/marcs d’une part, et bourbes/levures/dréches
de microbrasserie d’autre part. L’analyse des populations bactériennes permettra de
mettre en évidence les caractéristiques de ces groupes.

3.3.1.2 Analyse de la diversité bactérienne

Le tableau 28 présente les indices de diversité des échantillons, ainsi que les résultats de

I’analyse qPCR réalisée exclusivement pour les échantillons d’effluent.

Tableau 28 : Diversité bactérienne, analysés par séquencage pour les échantillons des différentes biomasses

brutes et a t =24 h de fermentation, abondance bactérienne a t = 24 h, analysée par qPCR

Nombre Indice de Indice de qPCR

Biomasse Etat d’OTU Simpson Shannon ACE (copies/uLpn)
Bourbes viticoles brut 185 0,47 1,03 196 na
Marcs de raisin brut 88 0,33 1,47 97 na
Pellicules argentées brut 421 0,04 4,04 424 na
Levures brassicoles brut 67 0,33 1,27 72 na
Radicelles d’orge brut 674 0,05 3,97 677 na
Dréches brassicoles brut 97 0,49 1,42 120 na
Dréches de microbrasserie brut 59 0,22 2,38 200 na
Bourbes viticoles t=24h 59 0,34 1,39 76 9,48x10®
Marcs de raisin t=24h 30 0,69 0,69 30 1,79x10°
Pellicules argentées t=24h 44 0,38 1,25 46 1,20x10®
Levures brassicoles t=24h 39 0,47 1,09 46 1,82x10°
Radicelles d’orge t=24h 47 0,12 2,82 287 6,14x10®
Dréches brassicoles t=24h 46 0,39 1,55 130 5,51x10®
Dréches de microbrasserie t=24h 197 0,24 1,83 61 6,74x10’

Sur les échantillons de biomasses avant fermentation (brut), le nombre d’OTU est trés
variable. Les indices de Simpson les plus faibles ont été obtenus pour les radicelles d’orge et les
pellicules argentées (0,04 et 0,05 respectivement), couplé avec les indices de Shannon (4,04 et
3,97) et ACE (424 et 677) les plus élevés, ce qui montre que la diversité est la plus élevée dans
ces biomasses. Les indices de diversit¢é de Simpson, de Shannon et les ACE suivent la méme
tendance de fagon moins marquée pour les dréches de microbrasserie. Enfin, les bourbes viticoles,
les marcs de raisin, les levures et les dréches brassicoles présentent une diversité bactérienne

initiale moindre.

A t=24h, le nombre d’OTU est relativement comparable entre les biomasses excepté pour
les dreches de microbrasserie dont le nombre d’OTU a augmanté en cours de fermentation alors
qu’il a baissé pour toutes les autres biomasses. L’indice de Simpson le plus faible (0,12) a été
obtenu, tout comme pour la biomasse brute, pour les radicelles d’orge, ainsi que I’indice de
Shannon (2,82) et I’ACE (287) les plus élevés, ce qui signifie que la diversité bactérienne est de
loin la plus élevée dans cet échantillon. L’indice de Simpson le plus élevé (0,69) a été obtenu pour
les marcs de raisin, ce qui va de pair avec I’indice de Shannon (0,69) et I’ACE (30) les plus
faibles ; la diversité bactérienne est donc la plus faible pour cet échantillon. Pour le reste des

échantillons, les indices de Simpson sont compris entre 0,24 et 0,47, de Shannon entre 1,09 et
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1,83 et ACE entre 46 et 120. On note que les dréches de microbrasserie comportent également

une diversité bactérienne relativement élevée.

Concernant les données obtenues par qPCR, le nombre de copies par pL d’ADN oscille
entre 6,74x10” pour les dréches de microbrasserie et 9,48x10® pour les bourbes, biomasse la plus

riche en ADN bactérien et présentant les meilleurs performances en production d’hydrogéne.
3.3.1.3 Proportions des phyla, familles et genres majoritaires (>2%)

La figure 67 présente 1’analyse microbiologique des biomasses brutes et a t = 24 h de
fermentation en bioréacteur semibatch. Un post traitement des données apres le traitement
bioinformatique a été¢ réalisé afin de supprimer les Strepfophytes et autres (plantes et

mitochondries).
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Figure 67 : Profils bactériens des biomasses brutes (a gauche), phylum (a) et genre(c), et du milieu réactionnel

des tests a t =24 h (a droite) phylum (b) et genre (d)
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Pour la biomasse brute (figure 67a), 4 phyla principaux ont été identifiés : Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria. Le phylum Firmicutes est majoritaire dans les
¢chantillons de dreéches brassicoles industrielles (98%) et les levures brassicoles (67%), avec une
majorité de Lactobacillus (78% et 66% respectivement) (figure 67b). Le phylum Proteobacteria
est majoritaire dans les bourbes (60%), et est présent en proportions importantes dans les dréches
de microbrasserie (45%), les marcs de raisin (39%), les radicelles d’orge (34%) et les pellicules
argentées (32%). Il est composé majoritairement des genres FEnterobacter, Gluconobacter,
Acinetobacter. Pour les bourbes, on observe peu de diversité des genres dans ce phylum, avec une
la présence d’Enterobacter (19%) et de Gluconobacter (17%). Pour les dréches de microbrasserie,
Enterobacter est également présent (17%), ainsi qu’Acinetobacter (11%), Stenotrophomonas
(7%) et Pseudomonas (6%). Pour les marcs de raisin, Gluconobacter (22%) et Enterobacter sont
présents (8%). Le phylum Firmicutes est majoritaire dans 1’échantillon de marcs de raisin (63%),
essenticllement représenté par Lactococcus (56%). Pour les dréches industrielles, les genres
Bacillus (11%) et de Geobacillus (4%) sont également présents. Le phylum Bacteroidetes est
majoritaire (44%) dans I’échantillon de radicelles d’orge, représent¢ par les genres

Chryseobacterium (32%) et Sphingobacterium (6%).

Dans le milieu de culture a t = 24 h de fermentation, les 4 phyla identifiés dans les
biomasses brutes sont toujours présents mais dans des proportions trés différentes (figure 67b).
Les genres Clostridium et Enterobacter sont souvent présents ensemble, parfois avec
Enterococcus et/ou Lactobacillus (figure 67d). Les proportions de Firmicutes sont majoritaires
(71-98% des phyla analysés) hormis pour les culots bactériens des tests utilisant les marcs de
raisin et les dréches de microbrasserie, pour lesquels le phylum Proteobacteria est majoritaire
(83% et 51% respectivement). Le phylum Firmicutes est essenticllement représenté par
Clostridium dans les échantillons issus du milieu de fermentation de bourbes (86%) et de levures
(64%), ce qui peut expliquer leur proximité lors de I’analyse statistique. Il est plus diversifi¢ pour
les radicelles d’orge (Clostridium (22%), Lactobacillus (20%), Lactococcus (20%), Enterococcus
(11%)), les pellicules argentées (Enterococcus (54%), Lactococcus (10%), Clostridium (7%)) et
pour les dréches de microbrasserie, les principaux genres identifiés sont Clostridium (29%) et
Enterococcus (17%). Ces dernieres biomasses présentent une part non négligeable

d’Enterobacter, tout comme les marcs.

Dans l'ensemble, on note donc I'émergence du phylum Firmicutes pour les échantillons
issus des tests de fermentation des bourbes (16% a 94%), levures (67% a 71%),
pellicules argentées (37% a 72 %), radicelles d'orge (15 a 78%). Pour les marcs de
raisin, le phylum Proteobacteria émerge (de 35% a 83%). Les genres principaux des
différents échantillons a t = 24 h (Clostridium, Enterobacter, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus) sont présents initialement dans les échantillons de
biomasse brutes.
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3.3.1.4 Proportions des taxa majoritaires (>2%,)

Les taxa Clostridium beijerinckii/diolis et Enterobacter sp. sont présents dans tous les
¢chantillons, en proportions trés variables (tableau 29) ; a eux deux, ils représentent 44,7% des
taxa des bourbes (dans lesquels le taxon majoritaire est Clostridium intestinale avec 41,5%),
92,6% des taxa des marcs de raisin, 32,6% des faxa des pellicules argentées (avec Enterococcus
sp. en taxon majoritaire (54,1%), 88,4% des taxa des levures, 25,9% des taxa des radicelles,
18,6% des faxa des dréches brassicoles industrielles (Enterobacter présent mais inférieur a 1%)
pour lesquelles un taxon de Lactobacillus est majoritaire (58,7%) et 55,9% des taxa des dréches

de microbrasserie.

Dans I’ensemble, les échantillons sont peu diversifiés, avec une ou deux taxa majoritaires
(>40%) a I’exception de 1’échantillon issu du test a partir de radicelles d’orge, pour lequel on
observe la présence de quatre OTU en proportions comprises entre 10 et 20% environ
(Clostridium  beijerinckii/diolis  (20,6%),  Enterococcus  sp  (10,0%), Lactococcus
taiwanensis/lactis (18,7%) et Lactobacillus wasatchensis/porcinae/camelliae (16,3%). Pour cet
¢chantillon, de nombreuses espeéces minoritaires sont également présentes (entre 1 et 2%), et ne

sont pas connues pour étre productrices d’hydrogene (sauf Clostridium sporogenes/botulinum)
(1,6%).

Dans I’échantillon de bourbes, deux taxa de Clostridium sont majoritaires : Clostridium
(beijerinckii/diolis) (39,6%) et Clostridium intestinale (41,5%). C. intestinale est une souche
ayant une croissance rapide, connue pour étre productrice d’hydrogéne, avec une coproduction
d’éthanol (Ramachandran et al, 2011). Bacillus smithii (6,7%) est une espéce anaérobie
facultative, dont le produit de fermentation majoritaire est le lactate (Bosma et al., 2016). D’autres
bactéries du genre Clostridium sont présentes de fagon minoritaire (Clostridium pasteurianum
(1,5%) et Clostridium saccharolyticum (3,0%)).

Dans I’échantillon de marcs de raisin, Enterobacter sp. est largement majoritaire (82,6%),
suivi par (Clostridium beijerinckii/diolis) (10%). Lactobacillus satsumensis (1,9%) et

Lactococcus (taiwanensis/lactis) (3,7%) sont présents de fagon minoritaire.

Dans I’échantillon de pellicules argentées, Enterococcus sp. est fortement majoritaire
(54,1%). Le genre Enterococcus est anaérobie facultatif, mésophile, non sporulant mais capable
de survivre dans des conditions environnementales inhospitaliéres, notamment il est tolérant au
desséchement et est capable de survivre pendant des mois sur des surfaces séches. Ce genre
produit de 1’acide lactique, mais aussi de nombreux autres métabolites, dont I’acétate et le
formiate. La production de lactate est favorisée en présence d’un exceés de glucose. Il est capable
de métaboliser de nombreux glucides, dont des glucides complexes (Ramsey et al., 2014). Outre
Enterobacter sp. (27,5%) et Clostridium beijerinckii/diolis (5,1%), Clostridium intestinale est

présent en minorité (1,1%).
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Tableau 29 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons des tests de différentes biomasses en bioréacteur semibatch a t =24 h - Abondance >1% pour au moins un

échantillon
Meilleure correspondance Homologie
Phylum Famille Genre dans la base de données NCBI (%) n° ordre
Bacteroidaceae Bacteroides Bacteroides sp. 100 /
Flavobacteriaceae Chryseobacterium Chryseobacterium ureilyticum 100 NR_042503.1
Bacteroidetes
Prevotellaceae Prevotella Prevotella paludivivens 100 NR 113122.1
Sphingobacteriaceae Sphingobacterium Sphingobacterium multivorum 100 NR_113706.1
Firmicutes Bacillaceae Bacillus Bacillus smithii 100 NR 112634.1
Clostridium pasteurianum 99 NR_104822.1
Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Clostridium (carboxidivorans/drakei) 100 /
Clostridium intestinale 99
Clostridiaceae Clostridium
Clostridium saccharolyticum 97
Clostridium swelfunianum 99 NR_126179.1
Clostridium kogagensis 97 NR 136452.1
Clostridium (sporogenes/botulinum) 99 /
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus sp. 100 /
Lactobacillus satsumensis 99 NRIC0604
Firmicutes
Lactobacillus sp. 99 /
Lactobacillus (leichmannii/delbrueckii/equicursoris) 98 /
Lactobacillaceae Lactobacillus
Lactobacillus (wasatchensis/porcinae/camelliae ) 99 /
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus (ultunensis/amylovorus) 100 /
Leuconostocaceae Leuconostoc Leuconostoc pseudomesenteroides / NR_109004.1
Lactococcus Lactococcus (taiwanensis/lactis) 100 /
Streptococacceae
Streptococcus Streptococcus
Megasphaera Megasphaera elsdenii 100 NR_102980.1
Veillonellaceae
Veillonella Veillonella sp.
Aeromonadaceae Aeromonas Aeromonas sp. 100 /
Enterobacteriaceae Enterobacter Enterobacter sp. - -
Proteobacteria
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter johnsonii 100 NR_117624.1
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas sp. 100 /
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Dans I’échantillon de levures, Clostridium beijerinckii/diolis est largement majoritaire
(63,6%), suivi par Enterobacter sp. (24,8%). Des bactéries concurrentes a la production
d’hydrogene (Lactobacillus sp. (3,3%) et Veillonella sp. (3,3%)) sont également présentes en
faibles proportions, ainsi que des taxa du phylum Bacteroidetes (Bacteroides sp. et Prevotella

paludivivens).

Dans les deux échantillons de dréches, Clostridium beijerinckii/diolis est présent en
proportions équivalentes (18,6%). D’autres OTU attribuée au genre Clostridium sont présentes en
plus faibles proportions: Clostridium saccharolyticum, présentes dans les deux échantillons (4,9%
et 5,2%), Clostridium swelfunianum (2,5%) dans les dréches brassicoles industrielles et
Clostridium kogagensis (4,0%) dans les dréches de microbrasserie. Enferobacter sp. et
Enterococcus sp. sont fortement représentés (41,3% et 16,6% respectivement) dans I’échantillon
issu des dreéches de microbrasserie alors qu’il est quasiment absent de I’échantillon des dréches de

brasserie industrielle pour lequel une forte présence de Lactobacillus sp. (58,7%) est relevée.
3.3.1.5 Comparaison des quantités des genres majoritaires a t = 24 h par gPCR

La figure 68 présente les genres majoritaires, dont le nombre a été obtenu en multipliant les
résultats qPCR par les proportions de ’ensemble des genres des échantillons a t = 24 h des

différentes biomasses.
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Figure 68 : Nombre de copies des genres bactériens majoritaires a 24 h de test des échantillons bactériens issus
de la fermentation des bourbes viticoles (bo), marcs de raisin (ma), pellicules argentées de café (pa), radicelles

d’orge (rd), levures brassicoles (lei), dréches brassicoles industrielles (dri), dréches de microbrasserie (drm)

Les teneurs des genres Enterobacter, Clostridium, Lactobacillus, Lactococcus, présents

dans les milieux fermentaires de tous les tests, et Enterococcus a I’exception de 1’effluent du test
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réalisé a partir de levures, sont variables. Le genre Clostridium est maximal chez les levures
(1x10°) et les bourbes (8x10%), puis est équivalent (1x10%) chez les marcs, radicelles, dréches
brassicoles industrielles et enfin avec des teneurs plus faibles chez dréches de microbrasserie
(2x107) et les pellicules argentées (7x107). Le genre Enterobacter est maximal chez les marcs
(1x10° nombres de copies) puis les levures (4x10%) et est présent en quantités équivalentes (3x107)
chez bourbes, pellicules argentées, radicelles et dréeches de microbrasserie, avec des teneurs plus

faibles pour les dréches de brasserie industrielle (3 x10°).

De plus, un ou plusieurs genres compétiteurs a la production d’hydrogene sont parfois
présents t = 24 h : Veillonella (levures), Chryseobacterium, Sphingobacterium, Pseudomonas,

Veillonella, Streptococcus (radicelles), Aeromonas et Pseudomonas (dréches de microbrasserie).

Ainsi, Clostridium et Enterobacter, associés a la production d’hydrogeéne, sont présents
dans tous les échantillons en proportions variables. Ils sont majoritaires dans les
bourbes, les marcs, les levures industrielles et les dréches de microbrasserie. On note la
présence importante d’Enterococcus dans les pellicules argentées et une diversité
importante des populations bactériennes, avec une majorité de bactéries lactiques
obtenu lors du test de fermentation des radicelles d’'orge a t = 24 h. Une majorité de
bactéries lactiques est également présente dans les dréches brassicoles. Ainsi, pour
certaines biomasses, les conditions de mise en ceuvre du bioréacteur ont favorisé
I’émergence de bactéries productrices d’hydrogéne.

3.3.2  Corrélation biomasse sur la microbiologie du milieu de culture et les productions a 24 h

A Tlissue des analyses microbiologiques des échantillons de biomasses brutes et des
échantillons des milieux de fermentation en bioréacteur semibatch, une analyse statistique a été
réalisée afin d’émettre en évidence d’éventuelles corrélations avec les performances de
production d’hydrogéne a t =24 h de fermentation et les compositions des biomasses.

Cette analyse vise a déterminer si certaines biomasses favorisent un développement
bactérien plus important, s’il y a un lien entre une forte production d’hydrogéne et une forte
quantité de bactéries a 24 h de fermentation, et si I’activité plus spécifique d’un ou plusieurs taxa
pour la production d’hydrogene a t = 24 h peut étre détectée.

La figure 69 présente le tracé des composantes principales 1 et 2 de I’ACP basée sur les

distances de Hellinger des variables.
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Figure 69 : ACP basée sur les distances de Hellinger des variables (biomasses, production et zaxa) a t =24 h de

fermentation

Dans un premier temps, on remarque que seule une dizaine d’OTU se détache du centre des
2 axes de I’ACP.

Sur la composante principale 1 (CP1), on note que les dréches industrielles sont isolées et
fortement caractérisées par 1’émergence de I’OTU 0009 (Lactobacillus sp.). Puis, le groupe
levures/bourbes est associ¢ en moindre mesure a I’OTUO0009, puis aux OTU0010 (Clostridium
intestinale) et OTU0002 (Clostridium beijerinckii/diolis) et dans une moindre mesure aux OTU
0023 (Bacillus smithii) et OTU32 (Lactobacillus fermentum). Enfin un dernier groupe est
constitué¢ des radicelles/dréches de microbrasserie/marcs/pellicules argentées, caractérisé par la
présence en proportions variables des OTUO0022 (Lactobacillus sp.), OTU0013 (Lactococcus sp),
OTUO0007 (Enterococcus sp.) et OTUO001 (Enterobacter sp.).

Sur la composante principale 2 (CP2), on distingue 2 grands groupes. L’ensemble :
bourbes/levures/marcs/dréches de microbrasserie est associés de fagon graduelle aux OTUO0010
(Clostridium intestinale), OTUO0002 (Clostridium beijerinckii/diolis), OTU0001 (Enterobacter
sp.) et OTU0023 (Bacillus smithii). Ensuite, le groupe pellicules argentées/dréches
industrielles/radicelles d’orge est caractérisée par les OTUO0032 (Lactobacillus fermentum),
OTU0022 (Lactobacillus sp.), OTU00013 OTUO0013 (Lactococcus sp), OTUO009 (Lactobacillus
sp.) et OTUOO7 (Enterococcus sp.).
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Ainsi, le premier élément permettant de distinguer les profils bactériens des différents tests
est une proportion importante du genre Clostridium, avec différents degrés de présence du genre
Lactobacillus dans les échantillons a t = 24 h de dréches industrielles, bourbes, levures
industrielles d’une part, contre [’association Lactobacillus/Lactococcus/Enterococcus
/Enterobacter dans les échantillons a t = 24 h de radicelles d’orge, dréches de microbrasserie,
marcs, pellicules argentées) d’autre part. La CP2 nuance cette répartition: I’ensemble
dréches/levures est également associé a la présence d’Enterobacter de fagon moindre et les marcs
et dréches de microbrasserie sont un peu caractérisés par la présence de Clostridium, alors que la
forte présence de bactéries lactiques (Lactobacillus, Lactococcus) et d’Enterococcus rapproche

les biomasses pellicules argentées, dréches industrielles et radicelles d’orge.

Les quantités bactériennes les plus élevées (QPCR) et la production de H, a 24 h (24H2)
sont étroitement liées, montrant que les productions d’hydrogene les plus ¢levées sont favorisées
par les plus fortes concentrations en microorganismes. Les biomasses bourbes et levures sont
corrélés a 24RDCO. Dans un premier temps, ce résultat semble surprenant pour la biomasse
levures dont les performances de production de H, globales sont faibles ; cependant, a 24 h, la
production de H, étant quasiment totale, la fermentation des levures permet d’obtenir de bons
résultats de production de H, a 24 h contrairement a d’autres biomasses dont la production
commence a peine (telles que les dréches de brasserie industrielle). Dans une moindre mesure, ces
biomasses sont corrélées a 24H2 et qPCR, de méme que les marcs et les dréches de
microbrasserie. Ces parametres sont anticorrélés a la biomasse dréches brassicoles qui montrent
de faibles performances de production de H, a 24 h a cause d’un temps de latence important (18
h). De son c6té, la biomasse radicelles d’orge, qui présente le plus faible rendement DCO global,
est anticorrélée au rendement DCO a 24 h (24RDCO).

3.4 Discussion

3.4.1 Nature de la biomasse, performances de production d’hydrogéne et schémas métaboliques

En premier lieu, cette étude montre que, sans surprise, la production d’hydrogéne dépend
surtout de la quantité de matiére organique biodégradable disponible dans le bioréacteur ; en effet,
la biomasse kieselguhr, pauvre en matiéres organiques (1,2%MS), génére une faible production
massique d’hydrogéne (0,7 Ly,/Kghiomasse)- Notons cependant que lorsque la production
d’hydrogeéne est rapportée a la quantité de maticere volatile (MV), assimilable a la quantité de

matiére organique, la production obtenue est de 54,4 Ly,/kgwv, ce qui est non négligeable.

Pour les autres biomasses, la richesse en MV semble étre moins influente concernant la
production d’hydrogene. En effet, les productions d’hydrogene et rendements DCO des radicelles,
bourbes, dréches de brasserie industrielle et levures de brasserie varient grandement (3-57

Lu/Kghiomasse €t 17-283 mLy,/gpco) alors que leurs parts respectives de MV sont proches (12,4-
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19,5%MS). L’exploitation du potentiel de production, selon leur richesse en matiére organique, de
chacune des biomasses est donc variable. De fortes teneurs en glucides solubles sont corrélées
avec le rendement DCO total le plus ¢€levé pour les tests réalisés avec les bourbes, ce qui
correspond aux résultats largement rapportés dans la littérature (Ghimire et al., 2015). En effet,
les bourbes, essentiellement constituées de monosaccharides (glucose, fructose) donnent des
rendements DCO (283 mLy,/gpco) bien plus élevés, que les autres biomasses (17-68 mLy,/gpco),
plus riches sans doute en glucides complexes. Le dosage des glucides solubles concorde avec
cette analyse et permet de dire que méme si tous les glucides simples ne sont pas analysés par
HPLC, leur teneur est faible dans les pellicules argentées, les dréches, les radicelles et le
kieselguhr. Les polysaccharides complexes nécessitant une étape d’hydrolyse avant leur
assimilation par les bactéries, il semble donc que cette étape n’ait pas lieu au sein du bioréacteur,
ou de facon limitée. La mise en ceuvre de prétraitements visant a hydrolyser les polysaccharides

de ces biomasses est donc pertinente.

A t =24 h, le rendement DCO est corrélé avec les quantités de Clostridium les plus élevées
dans le milieu réactionnel (bourbes et levures). Il semble que des teneurs en glucides solubles
comparativement plus élevées que pour les autres des biomasses puissent expliquer ce résultat. Le
plus faible rendement a t = 24 h des marcs de raisin s’explique par le fait que les glucides sont
relargués en cours de fermentation mais aussi par la présence majoritaire du genre Enterobacter
dont les rendements de production en hydrogéne ont été rapportés comme étant plus faibles que
ceux du genre Clostridium en culture pure (Elsharnouby et al, 2013). Néanmoins, nous
constatons que de bonnes productions peuvent quand méme é&tre atteintes a t = 24 h pour les tests
ne sélectionnant pas spécifiquement Clostridium (marcs de raisin, dréches de microbrasserie)

mais favorisant un développement bactérien avec une forte diversité.

Enfin, différents schémas métaboliques, caractéristiques des différentes biomasses, sont
mis en évidence, on distingue les productions butyrate-acétate (bourbes, dréches industrielles),
acétate- éthanol (marcs de raisin, dréches de microbrasserie), acétate (pellicules argentées),
butyrate-propionate-isovalérate (radicelles), acétate-propionate (levures). Les répétitions de tests
de fermentation endogéne pour une biomasse donnée générent les mémes natures de métabolites,
méme si leurs distributions varient un peu d’un test a ’autre. Ce résultat est obtenu quelle que soit
I’année de récolte pour les biomasses vitivinicoles, le lot pour les coproduits d’industrie
agroalimentaire, la durée de stockage pour I’ensemble des biomasses. Cette constance
métabolique est un atout pour la mise en ceuvre d’un procédé simplifié, d’autant plus que lors de

la mise en ceuvre en conditions réelles du procédé, le stockage des biomasses n’est pas envisagé.
3.4.2 Dynamique métabolique de la production d’hydrogéne

Pour I’ensemble des tests, le suivi de 1’évolution des métabolites en cours de fermentation
montre qu’il y a différentes étapes dans la production métabolique, dont les cinétiques dépendent

des concentrations de glucides solubles dans le bioréacteur.
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En effet, le début de la production d’hydrogéne concorde avec une production d’acétate, de
butyrate et d’éthanol, en proportions variables. Du lactate, du succinate sont également produits
au cours de cette phase. Pour les biomasses riches en glucides solubles (bourbes, marcs, dréches
de microbrasserie), la consommation totale des glucides solubles (glucose, fructose, maltose)
analysés par HPLC-RI coincide avec le début de la consommation de divers métabolites, dont le
lactate, le formiate, le succinate et 1’isovalérate. La consommation de ces métabolites intervient
plus tot pour les tests a partir de biomasses pauvres en glucides solubles (dréches industrielles,
radicelles, levures), pour lesquelles la phase de production acétate-butyrate-éthanol est moindre.
Dans les deux cas, la consommation du lactate ainsi que du formiate, du succinate et de
I’isovalérate dans une moindre mesure coincide avec un surplus (bourbes, marcs, pellicules
argentées, levures industrielles, dréches de microbrasserie) ou méme parfois le début (radicelles

d’orge, dréches brassicoles) de la production d’hydrogene.

L’occurrence de phases de production métaboliques et microbiologiques en bioréacteur
semibatch a été récemment rapportée dans les études d’Asunis et al. (2019) et de Garcia-Depraect
et al. (2019). Dans ’é¢tude d’Asunis et al., (2019), portant sur la fermentation obscure endogéne
de lactosérum, les auteurs observent une premiére phase dominée par la production d’acide
lactique et une seconde phase ou 1’acide lactique est consommé et de ’acétate et du butyrate sont
produits. Les auteurs n’ont pas analysé le comsortium bactérien, mais ils suggérent des
changements de dynamiques au niveau des bactéries productrices d’acide lactique et d’hydrogéne.
Dans 1’étude de Garcia-Depraect et al. (2019), les auteurs rapportent une symbiose trophique
entre les bactéries lactiques et les bactéries productrices d’hydrogene, avec 1’occurrence de trois
phases microbiologique : consommation des carbohydrates par des bactéries productrices
d’acétate et de lactate, dominantes, puis consommation du lactate et de 1’acétate par des bactéries
productrices d’hydrogene et enfin émergence de bactéries non productrices d’hydrogéne a la fin
de la production d’hydrogéne. Nos tests suggerent qu’'une telle symbiose existe, mais que 1’ordre
des phases et I’importance de la production de lactate pour la production d’hydrogéne dépend de

la richesse en carbohydrates des biomasses.

Le fait qu’il y ait plusieurs phases de production/consommation de métabolites dans le
milieu réactionnel laisse a penser que les communautés microbiennes tendent a changer au cours
du test de fermentation pour I’ensemble des biomasses testées, ce qui a notamment été montré
pour les bourbes lors de travaux précédents au laboratoire (Frangois-Lopez, 2016). Les analyses
microbiologiques de nos tests ont été effectuées a t = 24 h, ce qui correspond a différentes phases
de la production de biohydrogene selon la biomasse considérée : fin de 1’augmentation
exponentielle de la production d’hydrogeéne (bourbes, dréches industrielles), fin de la premiére
phase de production (levures), plateau de production d’hydrogéne (marcs, pellicules argentées,
kieselguhr, dréches de microbrasserie et fin de la production (radicelles). Ainsi, cela expliquerait
la forte diversité observé dans les radicelles. Dans 1’ensemble de nos tests, a t = 24 h de
fermentation, des bactéries lactiques sont présentes en proportions variables dans le bioréacteur,

associées a la production de lactate. Le lactate est donc consommé pour produire de 1’hydrogene,
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ce qui a été rapporté dans différentes études (Asunis et al., 2019 ; Matsumoto et Nishimura, 2007;
Baghchehsaraee et al., 2009). Plusieurs voies microbiologiques impliquant la transformation du
lactate avec coproduction d’hydrogéne ont été décrites dans la littérature (38 et 39) (Mclnerney et
Bryant, 1981; Thauer et al., 1977):

CH;CHOCOOH + H,0 — 2CH,COOH + CO, + 2H, (39)
CH,CHOCOOH + H,0 — 0,5CH;(CH,),COOH + CO, + H, (40)

Blanco et al. (2019) proposent une interaction trophique entre les bactéries lactiques et les
bactéries productrices d’hydrogeéne, capables de fermenter le lactate et 1’acétate. Fuess et al.
(2018) ont suggéré que le lactate peut étre utilisé comme source de carbone de nombreuses
biomasses acidogénes, incluant a la fois des bactéries productrices d’hydrogéne et non
productrices d’hydrogene. On note cependant, pour les tests avec les bourbes, I’acide lactique
n’est pas consommé en totalité et qu’a t =24 h, il n’y a pas de bactéries lactiques prédominantes,
sa consommation n’améliore que peu la production totale d’hydrogene, un tel changement n’est
donc pas souhaitable pour cette biomasse. Des études rapportent que la production de
biohydrogeéne a été sévérement affectée en présence de bactéries lactiques (Gomes et al., 2016;
Noike et al., 2002 ; Park et al., 2016), di aux effets négatifs de la compétition pour le substrat
entre des bactéries lactiques et les bactéries productrices d’hydrogeéne et la sécrétion de
bactériocines par les bactéries lactiques. L’étude de Park et al., (2016) rapporte notamment un
effondrement de la production d’hydrogéne concomitant avec 1’accumulation d’acide lactique.
Nous pouvons supposer que la mise en ceuvre de la fermentation obscure sans prétraitement du
consortium bactérien, préservant la diversité initiale des especes bactériennes indigénes, permet
de conserver un réservoir d’espeéces pouvant émerger lorsque les conditions de fermentation

deviennent défavorables aux espéces prédominantes.

L’acide tartrique, présent et consommé uniquement dans les biomasses vitivinicoles, avec
une coproduction d’hydrogéne comme précédemment montré dans les travaux de Frangois-Lopez
(2016). Le tartrate est spécifique du raisin et trés peu de bactéries sont capables de le métaboliser.
Celles ayant cette capacité sont le plus souvent des bactéries lactiques (Ribéreau-Gayon et al.,
2012). Tabachnick et Vaughn, (1948) ont mis en évidence que le tartrate pouvait étre consommeé
par des Clostridium butyricum, en le convertissant préférentiellement en acétate, en hydrogéne et

dioxyde de carbone et en butyrate (41).

12HOOC(CHOH),COOH — 10CH;COOH + CH5(CH;),COOH + 24C0, + 10H, + H,0 (41)

Une telle voie est donc empruntée dans notre bioréacteur, maximisant la production de

biohydrogene.
3.4.3 Fermentation endogéne et facteurs de sélection des bactéries

Une analyse de la structure des populations bactériennes a été réalisée et pour la majorité

des tests, on note une sélection d’espéces bactériennes a t = 24 h de fermentation, en comparaison
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avec les structures des communautés bactériennes analysées sur les biomasses brutes. Les espéces
majoritaires analysées sont généralement productrices d’hydrogéne. Nous avons relevé
I’omniprésence des genres Clostridium, Enterobacter, Lactobacillus, Enterococcus, mais en

quantités variables selon les biomasses.

Pour les bourbes, la production d’hydrogéne est associée a la forte présence de deux taxa
du genre Clostridium au début de la phase de production stable d’hydrogene, C. beijerinckii/diolis
et C. intestinale. C. beijerinckii est connu pour étre producteur d’hydrogéne et avoir une
production mixte acétate-butyrate (Patakova et al., 2019). C. diolis est plutét associ¢ a la
production 1,3-diol (Xin et al., 2016), mais ce métabolite n’a pas été détecté lors de notre étude,
laissant supposer que le taxon correspond a C. beijerinckii. C. intestinale a été décrite comme
aéro-tolérante, bien que croissant mieux en conditions anaérobies a 37°C, produisant
majoritairement de I’acétate et du butyrate, mais aussi de petites quantités d’acides formique,
lactique et succinique (Lee ef al., 1990). Pour les levures, la production d’hydrogéne est associée
a la prévalence de C. beijerinckii/diolis. Dans les dréches de microbrasserie, on note la présence
de Clostridium beijerinckii/diolis, la prévalence d’Enterobacter sp. et la part non négligeable
d’Enterococcus sp au niveau du plateau de production d’hydrogéne. On peut distinguer ces trois
biomasses, initialement riches en glucides, par la quantité restante a t = 24 h : beaucoup pour les
bourbes, plus rien pour les dréches, dont le métabolisme a évolué. Dans les marcs de raisin, au
niveau du plateau de production d’hydrogéne, la croissance de C. beijerinckii/diolis est moindre et
C. intestinale n’émerge pas. C. beijerinckii/diolis est donc associ¢ au métabolisme acétate-
butyrate dans les marcs et Enferobacter sp. au métabolisme acétate-éthanol de cette biomasse.
Concernant les dréches brassicoles, il n’y a pas de glucides solubles en début de fermentation.
D’autres mécanismes sont mis en jeu. A t = 24 h, la production d’hydrogéne-acétate-butyrate est
expliquée par la présence de C. beijerinckii/diolis mais on note aussi beaucoup de lactate, absent
du bilan final, associ¢ a la présence de lactobacilles. Cette bactérie était présente avant

fermentation en bioréacteur semibatch, ce qui explique sa prévalence a t = 24h.

Les pellicules argentées de café, les levures et les radicelles ont en commun une production
de propionate, ainsi que la présence de Clostridium beijerinckii/diolis et d’Enterobacter sp. La
production de propionate intervient au moment de la consommation de lactate sauf pour les

pellicules argentées. Cela peut étre le résultat du métabolisme des bactéries lactiques.

Une des questions posée par cette étude est pourquoi Clostridium beijerinckii/diolis
n’émerge pas de facon majoritaire pour les tests a partir de marcs de raisin, de pellicules
argentées, de dréches et de radicelles ? Quels facteurs favorisent 1’apparition de Clostridium
beijerinckii/diolis dans les tests a partir des biomasses ‘bourbes’ et ‘levures’ et limitent son
développement pour les autres tests ? Sa présence initiale ne semble pas en cause, puisque la
population bactérienne initiale des levures est caractérisée par un fort pourcentage de
Lactobacilles. Notons que la nature du substrat est différente pour ces deux tests:

glucose/fructose pour les bourbes, autres glucides solubles en moindre quantité et lactate pour les
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levures. Est-ce que des phénoménes d’inhibition, notamment avec des polyphénols, seraient a
I’ceuvre pour les tests a partir des autres biomasses ? Le point commun des biomasses marcs de
raisin et pellicules argentées peut étre la présence de polyphénols (Teles et al., 2019 ; Costa et al.,
2017).

On note également qu’Enterobacter coexiste avec Clostridium sur de nombreuses
biomasses, mais Enterococcus a potentiellement un effet inhibiteur sur Clostridium. En effet, la
sécrétion de bactériocines (entérocines) par FEnterococcus faecalis, causant ’inhibition de
Clostridium butyricum a été rapportée (Liu et al., 2011), il est possible qu’un phénoméne
similaire ait lieu dans notre bioréacteur. Notons également que I’effet inhibiteur via la sécrétion
de nisine de Lactococcus lactis sur Clostridium beijerinckii a également été rapporté (Egan et al.,
2016). Dans notre étude, la présence de Lactococcus (taiwanensis/lactis) dans les milieux
fermentaires des marcs, des pellicules argentées et des radicelles d’orge est combinée a des
prévalences de Clostridium (beijerinckii/diolis) limitées. De plus, notons que le genre
Enterococcus, bien que non sporulant, est hautement tolérant a la dessiccation et est capable de
persister pendant des mois sur des surfaces séches. Leur métabolisme est varié, elles dégradent
notamment la cellulose ce qui a été démontré. Elles produisent du formiate, ce qui peut expliquer
la présence initiale de formiate pour les pellicules argentées et les radicelles d’orge, chez qui elle
est présente initialement en proportions non négligeables (Ramsey et al, 2014). De plus,
Enterococcus et Lactococcus sont présents en proportions plus faibles voire absents dans les tests
a t =24 h de bourbes et de levures et corrélés négativement avec Clostridium. Nous pouvons

supposer qu’il n’y a donc pas d’inhibition de Clostridium pour ces tests.

L’étude a porté sur l'étude des dynamiques de production d’hydrogéne et de
métabolites, ainsi que sur la microbiologie de biomasses diverses en termes de natures
et de composition ayant des performances de production d’hydrogéne variées. Les
meilleures productivités sont de loin obtenues pour les bourbes, biomasse la plus riche
en monomeéres glucidiques solubles. Néanmoins, il est possible d’obtenir des
productions moyennes d’hydrogéne par fermentation endogéne a partir de biomasses
dont la teneur en glucides solubles est plus faible. Certaines biomasses ne nécessitent
aucun prétraitement, pour d’autres, il serait intéressant d’essayer d’extraire de la
matiére métabolisable pour exploiter au mieux leur potentiel de production. Nous
avons ainsi noté qu’il y a plusieurs étapes dans la production d’hydrogéne en
bioréacteur semibatch, ce qui est cohérent avec des résultats rapportés dans la
littérature. 1l semblerait que des phénomeénes d’inhibition du développement du genre
Clostridium aient lieu pour les tests avec certaines biomasses, explicable par plusieurs
hypothéses : inhibition par la teneur en polyphénols des biomasses ou par des
bactéries lactiques (Enterococcus, Lactococcus). C’est pourquoi, [l'étude du
prétraitement des biomasses solides est un enjeu clé pour extraire la matiere
métabolisable pour une mise en ceuvre en bioréacteur membranaire.
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4 Impact de prétraitements sur la production d’hydrogene par

fermentation obscure

Deux principaux objectifs sont liés a I’emploi de prétraitements : la sélection d’un
consortium bactérien producteur d’hydrogene et ’augmentation de la digestibilité de la biomasse
par conversion des glucides complexes en monomeres. Pour une production d’énergie, les critéres
a prendre en compte pour le choix d’un traitement sont : le rendement de saccharification, les
couts énergétique et financier du prétraitement et la libération d’inhibiteurs de fermentation. Dans
le cadre de cette étude, des prétraitements mécaniques, thermiques et enzymatiques ont été testés
sur différentes biomasses afin d’augmenter la biodisponibilité des glucides et favoriser ainsi la

production d’hydrogéne.

Notamment, les marcs de raisins sont riches en glucides solubles et également en glucides
non fermentescibles (cellulose et hémicelluloses présents dans la paroi des cellules végétales). En
effet, une quantité importante de sucres fermentescibles est retenue dans les marcs de raisin apres
pressage des grappes. Des tests ont également été effectués sur des biomasses comportant une

fraction lignocellulosique élevée.

4.1 Effet de prétraitements physiques et enzymatiques sur la production

d’hydrogene a partir de marcs de raisin

Les marcs de raisin collectés chez un producteur local de vin et stockés a -18°C ont été
testés pour la production de biohydrogeéne par fermentation obscure. Les marcs décongelés,
utilisés en tant qu’inoculum et substrat avec une concentration de 7,1% (m/v) ont été mis en
ceuvre dans un réacteur semibatch. L’effet de différents prétraitements physiques et enzymatiques
ont été testés. Dans le cas du traitement enzymatique, une optimisation de différents parameétres
d’hydrolyse (rapport de quantité enzymes/marcs, température d’hydrolyse) a été réalisée au

préalable.
4.1.1 Optimisation des conditions d’utilisation de la cellulase de Trichoderma reesei

Afin d’étudier la faisabilit¢ d’un prétraitement enzymatique, différentes conditions
d’utilisation de la cellulase de Trichoderma reesei (enzyme commerciale) ont été testées : rapport
de quantité enzymes/marcs (0, 10, 30, 50 mgey,yme/Emares), Masse de marcs (1, 5 et 10 g) et
température d’hydrolyse (37°C et 55°C). Les tests ont été réalis€s en triplicats. La température de
55°C se situe dans I’intervalle de température optimale d’utilisation de 1’enzyme (entre 50°C et
60°C), mais une hydrolyse a 37°C permettrait en effet de réaliser 1’hydrolyse et la fermentation
simultanément et de limiter ’apport d’énergie nécessaire au chauffage du réacteur. Lors des
différentes expériences d’hydrolyse enzymatique, 2 mL de milieu ont été prélevés a t = 1 h, afin

de quantifier la libération des glucides solubles. Des tests courts ont été réalisés afin d’éviter le
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développement de bactéries consommatrices du substrat. Les résultats du dosage des glucides

solubles totaux (équivalents glucose) rapporté a la masse de marcs introduite, sont présentés sur la

figure 70.
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Figure 70 : Concentration en glucides solubles pour différentes conditions d’hydrolyse par la cellulase de 7.

reseei a t=1h des différentes hydrolyses des marcs de raisin

Le meilleur ratio glucose/masse de marcs a été obtenu a 55°C, a partir de 5 g de marcs et 30
mgenzyme/gmarcs. Ces conditions sont aussi optimales pour la libération du glucose a 37°C. Ces

conditions ont donc été sélectionnées pour la mise en ceuvre dans le bioréacteur.
4.1.2  Effet des prétraitements physiques et enzymatiques sur la production d’hydrogéne

Deux campagnes de tests de différents prétraitements ont été menées sur les marcs de
raisins récoltés en 2015 et en 2016 : ultrasonication et broyage sur la biomasse récoltée en 2015 ;
prétraitements thermiques (55°C et 70°C), traitement enzymatique et fermentation simultanée a
37°C et prétraitements thermique (55°C) et enzymatique combinés (1h) sur la biomasse récoltée
en 2016. Pour ces derniers tests, le début de la fermentation correspond a la mise en conditions
anaérobies du test, aprés une heure de prétraitement. La figure 71 présente les profils de débits de

production d’hydrogéne et les volumes cumulés obtenus.
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Figure 71 : Profils de production de biohydrogéne (a) et volumes cumulés (b) des marcs récoltés en 2015
prétraités par broyage et ultrasonication, profils de production de biohydrogéne (c) et volumes cumulés (d) des

marecs récoltés en 2016 prétraités thermiquement et/ou par voie enzymatique.

Pour la premiére série de tests, on note que le temps de latence de production d’hydrogéne

est allongé avec le broyage (figure 71a). On observe que la production d’hydrogéne totale est
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identique pour la biomasse broyée par rapport au test de référence alors que la production de la

biomasse prétraitée par ultrason est inférieure (figure 71b).

Pour la seconde série de tests, on note que les tests avec un prétraitement thermique
augmentent le temps de latence (figure 71¢) (a I’exception d’un test avec prétraitement thermique
a 55°C (T55)) ; le temps de latence est doublé avec le prétraitement thermique a 70°C. Il n’y a pas
de différence pour le temps de latence entre les tests témoins et ceux du traitement enzymatique.
Lors de la phase de production d’hydrogene, les débits les plus élevés sont obtenus avec les tests
témoins (1,2-1,6 mL/L/min), puis avec les prétraitements a 70°C (1,0-1,4 mL/L/min) et enfin a
55°C (0,8-1,2 mL/L/min). On observe que les débits maximaux sont moins élevés avec le
traitement enzymatique seul ou combiné avec un traitement thermique (0,4-0,8 mL/L/min), mais
une phase de production plus longue est mise en évidence dans le cas du traitement enzymatique
couplé au prétraitement thermique a 55°C. Les volumes cumulés maximaux sont obtenus en

combinant traitements enzymatique et thermique (55°C) aprés 48h de fermentation (figure 71d).

Le tableau 30 présente les résultats de production d’hydrogéne selon les différents

traitements des marcs réalisés.

Tableau 30 : Comparaison des productions d’hydrogéne des marcs 2015 et 2016 sans prétraitement et

avec des prétraitements physiques et enzymatiques

Biomasses et Roco Py, Py,

nombres de tests (n)  Traitement (mL/gpco) (L/kg) (L/L/j) A (h) H,/CO,
marcs 2015

n=3 aucun 37,0+9.4 13,8+3.,5 0,8+ 0,6 11,0+ 1,7 0,8+0,5
n=1 broyage 36,4 13,2 2,0 21,5 0,7

n=1 ultrasonication 33,1 12,0 1,0 19,0 0,7
marcs 2016

n=2 aucun 50,6 £4,1 18,4+ 1,5 1,2+0,2 7,6+0,3 0,5+0,0
n=2 T55 37,6 3,7 155+1,5 1,6 0,2 12,0 £2,8 0,5+0,1
n= T55+ enzyme 52,0+4,3 21,5+ 1,8 1,4 0,6 13,0£0,7 0,6+0,0
n= enzyme 37,8 +8,0 15,6 3.3 2,3 +1,1 14,0+7,1 0,5+0,1
n=1 T70 46,6 19,2 22 21,0 0,6

Concernant les marcs de raisin 2015, les différents prétraitements physiques testés, visant a
libérer plus de substrat métabolisable, ont peu d’impact et n’améliorent pas la production
d’hydrogeéne ou le rendement DCO (33,1-37,0 mL/gpco). La production d’hydrogéne est la plus
faible avec 1’ultrasonication (-10%), avec une augmentation du débit d’hydrogene produit plus
progressive dans le temps. Les rapports molaires H,/CO, avec les prétraitements physiques sont
dans la gamme des valeurs obtenues pour les tests de référence. La productivité est doublée avec

le broyage.

Concernant les marcs 2016, les différents traitements testés donnent des productions
d’hydrogéne proches, a I’exception de la combinaison prétraitement thermique a 55°C et

traitement enzymatique qui a permis d’obtenir des productions en hydrogeéne légérement
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supérieures (21,5 L/kg en moyenne). Le prétraitement thermique a 55°C et le traitement
enzymatique seul ont mené a une diminution de la production d’hydrogeéne et a un rendement en
DCO identique (38 mL/gpco), inférieur de 26% de celui obtenu sans aucun traitement et de 38%
de celui avec un prétraitement thermique a 55°C conjugué au traitement enzymatique. La

production d’hydrogéne avec prétraitement thermique a 70°C est proche du test de référence.
4.1.3 Discussion

Les prétraitements physiques variés des marcs de raisin testés, visant a libérer plus de
substrat métabolisable, ont peu d’effet sur la production d’hydrogéne. Les meilleures productions
d’hydrogéne (P’y,) sont quasi similaires aux tests sans prétraitements, suggérant que les
prétraitements d’extraction des monoméres glucidiques testées ne sont pas efficaces pour la

biomasse marcs de raisins.

Les résultats de production observés lors des tests en bioréacteur semibatch mettent en
¢vidence que I’utilisation de 1’enzyme a 37°C, dont la teneur a été optimisée au préalable, ne
semble pas favoriser la production d’hydrogéne. En effet, la concentration en glucides solubles
sur les tests préalables mettait en évidence un ratio concentration en glucides/masse de marcs
augmenté de 45% au bout d’lh, ce qui aurait pu induire une production d’hydrogene plus
importante. Les meilleurs rendements d’hydrolyse enzymatique ont été obtenus a 55°C explicable
par une température optimale de fonctionnement de cette enzyme a cette température. Une
augmentation significative de la production et du rendement en hydrogene est obtenue (+38%) en

comparaison avec le traitement thermique seul.

Ainsi, plus que les prétraitements physiques, la mise en ceuvre d’'un traitement
enzymatique peut-étre prometteuse pour la production d’hydrogéene par fermentation
obscure, méme s’il semble, dans notre cas, que pour les biomasses riches en sucres
fermentescibles, le relargage progressif des sucres supplémentaires en cours de
fermentation a un impact suffisant comparativement au traitement enzymatique avec
I'enzyme commerciale. De plus, le colit financier d’utilisation d’enzymes commerciales
et non spécifiques a la biomasse est un verrou a l'utilisation de ce traitement pour la
production d’hydrogéne énergétique. Ainsi, l'objectif de la prochaine étude est
double et consiste a explorer le potentiel de mise en ceuvre d’un traitement
enzymatique via un cocktail produit a partir de la biomasse, moins cotiteux qu’un
cocktail commercial et potentiellement plus efficace pour 'hydrolyse de la biomasse
(notamment s’il est endogéne a celle-ci) et tester ces traitements sur des biomasses
lignocellulosiques diversifiées et ayant des teneurs initiales en glucides solubles moins
élevées.

195



Chapitre IV - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

4.2 Production et mise en ceuvre d’un cocktail enzymatique substrat

spécifique.

L’exploitation de I’aptitude des champignons saprophytes a synthétiser et a sécréter des
enzymes d’hydrolyse des tissus végétaux est une stratégie prometteuse pour la production de
cocktails enzymatiques pour la saccharification de diverses biomasses lignocellulosiques
(Gonzélez-Fernandez et al., 2014 ; Farinas et al., 2015). La technique de production d’enzymes la
plus répandue est la fermentation en milieu solide (FMS) (Farinas et al., 2015), ¢’est-a-dire la
culture des microorganismes sur des solides humides en absence partielle ou quasi totale d’eau
libre. Une stratégie de mise en ceuvre de la FMS est la culture d’une souche fongique sur un
¢chantillon de la biomasse a hydrolyser, ce qui va induire la sécrétion d’enzymes hydrolytiques
spécifiques a la biomasse, plus adaptées que les cocktails enzymatiques commerciaux (Pérez-
Rodriguez et al., 2016). La FMS est réalisée dans des conditions proches de 1’habitat naturel des
champignons, qui ont la capacité de coloniser des matiéres solides avec une faible activité de
I’eau, et donc adaptées a leur développement (Pérez-Rodriguez et al., 2014). En comparaison
avec une fermentation en milieu liquide, la FMS permet d’obtenir des concentrations et des
productivités d’enzymes plus élevées avec des techniques et équipements de fermentations plus

simples, tout en générant moins d’effluents (Mrudula, 2011 ; Pérez-Rodriguez et al., 2014).

Ainsi, I’objectif de cette étude est de mettre en ceuvre dans le bioréacteur semibatch une
production d’hydrogeéne par fermentation obscure simultanée a un traitement par un cocktail
enzymatique substrat-spécifique produit par fermentation fongique en milieu solide. Deux
catégories de biomasses sont choisi pour tester la production de cocktails enzymatiques : riche en
glucides solubles (marcs de raisin) et riche en glucides complexes (radicelles d’orge, les pellicules

argentées de café).

Des souches d’Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Mucor sp., Cladosporium sp.
ont été utilisées pour la production des cocktails enzymatiques. Aspergillus et Penicillium font
partie des genres les plus étudiés pour la production d’enzymes pour 1’hydrolyse de biomasses
lignocellulosiques (de Franga Passos ef al., 2018). Une étude montre que Cladosporium et
Penicillium chrysogenum ont également de bonnes activités enzymatiques (Andersen, et al.,
2016). Dans une étude, Mucor a été utilis¢ avec succes pour la saccharification et la fermentation

simultanée de biomasse pour la production de bioéthanol (Molaverdi ef al., 2019).

Plusieurs souches ont également été isolées a partir d’échantillons de biomasse et cultivées
pour récolter des spores. Ainsi, 2 solutions de spores ont été obtenues a partir des souches isolées
sur les radicelles d’orge (02 et O3) et 2 a partir de pellicules argentées de café (C1 et C2).
Différentes biomasses vitivinicoles ont également été utilis€ées pour obtenir des souches: 1 a
partir de bourbes (B1), 2 a partir des marcs de raisin (M1 et M2), 1 a partir de raisins contaminés

par des moisissures (R+M1) et 3 a partir de gateau des bourbes (G1, G2 et G3).
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Le tableau 31 présente les combinaisons souches/biomasses utilisées pour la production des
cocktails enzymatiques. Les solutions de spores obtenues a partir des souches « modeles » (A, P,
M et C) ont été utilisées pour ensemencer I’ensemble des biomasses broyées et séchées. Les
solutions de spores obtenues a partir des souches isolées a partir des biomasses brutes (B1, M1,
M2, G1, G2, G3, R+MI1, 02, O3) ont été utilisées pour ensemencer les biomasses a partir

desquelles elles ont été isolées et de la méme famille, dans le cas des marcs de raisin.

Tableau 31 : Combinaisons souches fongiques/biomasses testées pour la production de cocktails
enzymatiques par fermentation en milieu solide (FMS). Le code « biomasse x solution de spores

fongiques » a été utilisé pour nommer les cocktails enzymatiques obtenus.

Biomasses broyées et séchées

S i il mrees Gt marcs de raisin radicelles d’orge pellicules a'rgentées kieselguhr

™M) ©) de café (C) X)

Aspergillus niger(A) MA OA CA KA
Penicillium chrysogenum (P) MP OP CP KP
Mucor sp (M) MM OM CM KM

Cladosporium sp. (C) MC oC CC KC

B1 MBI1 nt nt nt

M1 MM1 nt nt nt

M2 MM2 nt nt nt

Gl MGl nt nt nt

G2 MG2 nt nt nt

G3 MG3 nt nt nt

R+M1 MR+M1 nt nt nt

02 nt 002 nt nt

03 nt 003 nt nt

Cl1 nt nt CCl1 nt

C2 nt nt cC2 nt

*nt : non testé

Les activités cellulase, arabinoxylanase, xylanase et xyloglucanase ont été analysés. Il a été
choisi d’analyser ces activités car elles sont représentatives des enzymes nécessaires pour
dégrader les polyméres glucidiques (cellulose et hémicellulose) des parois végétales. En effet, la
cellulose est le principal constituant des parois des cellules végétales, le xylane est un composant
principal des hémicelluloses et est le deuxiéme polysacccharide naturel le plus abondant apres le

xyloglucane. Les xylanes sont des polyméres de xylose (Sudesh Kumar Yadav, 2017).

Cette ¢étude propose donc un criblage de différentes combinaisons biomasses/souches
fongiques pour la production de cocktails enzymatiques et le scale-up de la production des
cocktails présentant les activités enzymatiques les plus élevées. La mise en ceuvre d’une
saccharification et d’une fermentation simultanée en bioréacteur semibatch sera également

présentée.
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4.2.1 Production des cocktails enzymatiques et analyse des activités enzymatiques

Le tableau 32 présente les résultats de croissance des souches de champignons apres 5 jours
de culture. Le code suivant est utilisé : croissance trés importante du mycélium (+++), croissance
intermédiaire (++), croissance faible, peu visible a I’ceil nu (+), pas de croissance observable a
I’ceil nu (-).

Tableau 32 : Croissance des souches de champignons aprés 5 jours de culture en FMS

Biomasses broyées et séchées

Sl ¢ s e marcs(lc\i/f)raisin radicel(l(e)s)d’orge pelligzlszfzr(gce;ltées kiesgguhr
Aspergillus niger (A) +++ +/- ++ ++ (en surface)
Penicillium chrysogenum (P) +++ +/- ++ ++ (en surface)
Mucor sp (M) -+ + +++ ++ (en surface)
Cladosporium sp. (C) -+ +/- ++ ++ (en surface)
Bl +++ nt nt nt
M1 -+ nt nt nt
M2 -+ nt nt nt
Gl +++ nt nt nt
G2 +/- nt nt nt
G3 +++ nt nt nt
R+M1 +/- nt nt nt
02 nt ++ nt nt
03 nt ++ - nt
Cl nt nt ++ nt
C2 nt nt ++ nt
*non testé

Pour les souches modeles (A, P, M, C), la croissance dépend du substrat et est similaire
quel que soit la souche pour une biomasse donnée. Les croissances les plus importantes ont été
obtenues a partir des cultures sur les marcs de raisin (les plus riches en sucres simples) puis des
pellicules argentées de café, pour lesquelles on observe une croissance élevée de Mucor sp.. Le
développement du champignon sur le kieselguhr a eu lieu en surface du substrat. Concernant les
radicelles d’orge, le développement des souches est peu visible, voire invisible pour certains

réplicats a 1’ceil nu.

Pour les souches isolées a partir de biomasses vitivinicoles, le développement sur les marcs
de raisin est inégal selon les souches. Une croissance importante des champignons est observée a
partir des solutions de spores B1, M1, M2 et G1. Un développement faible voir inexistant pour
certains réplicats est observé pour les solutions G2 (aspect levure sur boite de Pétri) et R+MI1.
Pour les souches isolées a partir de radicelles d’orge (O2 et O3), le développement est moyen

mais cependant, plus important que pour les souches modéles sur cette méme biomasse. La
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croissance des souches isolées a partir de pellicules argentées de café est moyenne et comparable

a la croissance des souches modéles sur cette biomasse.

A Tlissue des 5 jours de culture des champignons dans les piluliers, les cocktails
enzymatiques ont été récoltés et les activités cellulase, arabinoxylanase, xylanase et
xyloglucanase ont été analysées au moyen de substrats modéles chromogenes. La figure 72
présente les activités cumulées des différents cocktails et la répartition des activités enzymatiques

analysées.

Le cocktail enzymatique OA (radicelles d’orge + Aspergillus niger) présente la plus
importante activité enzymatique cumulée (76 = 18 ADO/h/mL) (figure 72a), suivi par les
cocktails OM (radicelles d’orge + Mucor sp.) (17 = 4 ADO/h/mL) et CM (pellicules argentées de
café + Mucor sp.) (11 £ 3 ADO/h/mL). Les cocktails KA et KM présentent des activités
enzymatiques réduites (environ 3 ADO/h/mL). Le reste des cocktails présente de faibles activités
enzymatiques cumulées, comprises entre 0 et 2 ADO/h/mL. Les activités enzymatiques des
cocktails produits a partir de marcs sont comparativement les plus faibles (maximum 1+ 0
ADO/h/mL). On note également que pour 1’ensemble des substrats, les activités enzymatiques des
souches isolées a partir de la biomasse brute sont peu productives pour les activités enzymatiques
analysées. Une série de tests a été réalisée sur des marcs de raisin « lavés » (trempés dans de I’eau
puis séchés), afin de limiter la croissance de biomasse fongique et stimuler la sécrétion d’enzymes
lignocellulosiques, mais ce test a donné des résultats similaires a ceux présentés sur la figure 72

(résultats non présentés).
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Figure 72 : Activités enzymatiques cumulées (cellulase (CE), arabinoxylanase (AX), xylanase (XY) et

xyloglucanase (XG)) (a) et répartition des activités enzymatiques (b) des cocktails crus d’enzymes

Pour les trois cocktails enzymatiques présentant les activités cumulées les plus élevées

(OA, OM et CM), les activités xylanase et arabinoxylanase sont majoritaires (figure 72b). Pour

OA et OM, les activités xyloglucanase et cellulase sont également présentes en plus faibles

proportions, alors qu’elles sont quasiment absentes pour le cocktail CM. On remarque que pour

les cocktails enzymatiques présentant les plus faibles activités, I’activité cellulase est souvent plus
présente en proportion (OC, 002, 003, CC, CC1, CC2, MBI, MG1, MG3, MMI1, MM2,

MR+M1), de méme que I’activité xyloglucanase, comme observé sur les cocktails OC et CC.

Enfin, on remarque que pour le cocktail enzymatique OA, la croissance fongique était une des

plus faibles et qu’il s’agit du cocktail présentant les activités enzymatiques cumulées les plus

¢levées, ce qui montre que la croissance fongique n’est pas forcément corréler a 1’activité des
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cocktails enzymatiques produits. Pour les cocktails produits a partir de Mucor sp. sur les
radicelles d’orge et les pellicules argentées de café¢ (OM et CM), on note que la croissance du
champignon était comparativement plus importante que la croissance des autres souches modeles

sur ces substrats et ils présentent de plus une forte activité enzymatique.

Par la suite, un scale-up (x20) a été réalisé pour la production des cocktails
sélectionnée OA et CM., dans l'objectif de tester leur performances hydrolytiques sur
deux biomasses différentes (radicelles d’orge et pellicules argentées de café) Un scale-
up des productions des cocktails sélectionnés (x20) a été réalisé et les activités
enzymatiques ont été analysées.

Les cocktails enzymatiques OA et CM ont été produits a plus grande échelle (x20), la
figure 73 compare le cumul des activités moyennes XG, XY, AX et CE des tests a petite échelle
(OA, CM) et au cumul des activités des tests a grande échelle (OAg, CMg).
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Figure 73 : Comparaison des productions d’enzyme a petite échelle (OA et CM) et grande échelle (OAg et CMg).

Les cocktails enzymatiques OA (figure 73a) présentent les activités XG, XY, AX et CE a
petite et a grande échelle. Les activités cellulase et arabinoxylase ont augmenté avec le scale-up
(+74% et + 22% respectivement) et les activités xylanase et xyloglucanase ont diminué (-67% et -
36% respectivement). Le cocktail enzymatique CM a grande échelle difféere du cocktail
enzymatique a petite échelle. En effet, I’activité AX reste présente mais diminue de 41% et

I’activité XY est quasiment supprimée.

La suite de l'étude a été réalisée sur le cocktail OAg, pour lequel les activités
enzymatiques sur les différents substrats ont été retrouvées suite au scale-up. Pour sa
conservation, le cocktail OAg a été lyophilisé.

4.2.2  Optimisation des conditions d’utilisation du cocktail enzymatique

Deux séries de tests a petite échelle (V=1 mL puis V = 50 mL) ont été réalisés pour

déterminer les conditions optimales d’utilisation du cocktail enzymatique OAg. Le critere de
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performance utilisé est la concentration de glucose libérée dans le surnageant établie par HPLC-
RL

4.2.2.1 incubation pendant 7h (V =1 mlL)

Des radicelles broyées et séchées ont été incubées avec agitation durant 7h en présence ou
non du cocktail enzymatique dans un volume de ImL d’eau. Plusieurs parameétres ont été testés :
masse de biomasse (10 mg/mL et 100 mg/mL), concentration du cocktail enzymatique OAg (10,
30 et 50 mgen,yme/Gus) et température (37 et 55°C). La figure 74 présente la quantité de glucose

dosée (mg/gys) apres 7h d’incubation en fonction des différentes conditions opératoires.

45 A
40 A
35
30 -+
25
20

15 -
m37°C,10 mgMS

Quantité de glucose mg/gMSs

10 1

5_-

0 5 15 30

W37°C,100mgMS
W 55°C, 10 mgMS
W55°C, 100mgMS

Quantité d'enzyme (mg/gMS)

Figure 74 : Quantité de glucose aprés 7h d'hydrolyse selon différentes conditions de température, de quantité

d'enzymes et de masse de radicelles

En comparaison avec les expériences témoins (0 mgen,yme/gus), la quantité de glucose est
multipliée en moyenne par 4,0, 6,8 et 7,6 selon la quantité de cocktail enzymatique introduite (5,
15 et 30 mgenyme/gus). L’ajout de trois fois plus de cocktail enzymatique (de 5 a 15 mg
enzyme/gys) n’entraine toutefois pas un triplement de la concentration en glucose dans le milieu
et il y a peu de différences concernant la libération du glucose avec 1’ajout de 15 et 30 mg
enzyme/gyvs. De plus, avec I"augmentation d’un facteur 10 de la quantité de matieres seéches
ajoutée, les proportions sont relativement conservées, avec un bénéfice légérement en faveur de la
quantité de matieres seéches la plus élevée. Enfin, les quantités de glucose obtenues pour 37°C et

55°C sont du méme ordre de grandeur.
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Afin d’optimiser la teneur en glucose, sans consommer en quantité trop importante du
cocktail enzymatique synthétisé biologiquement, un ratio de 15mg enzyme/gus a été
retenu.

4.2.2.2 Cinétique de libération du glucose pendant 3h d’incubation (V = 50 mL)

Dans cette partie, afin de réaliser les tests dans des conditions proches de la mise en ccuvre
en bioréacteur semibatch, la biomasse n’a pas été séchée au préalable. Ainsi, cette série
d’expériences a été menée dans un volume de 50 mL avec une quantité de radicelles d’orge
humides de 3,22 g correspondante a une teneur équivalente en matiéres séches de 10 mgys/mL et

en présence du cocktail enzymatique (15mgensyme/Eus)-

L’effet de ’ajout d’un prétraitement physique (broyage) a été testé sur des radicelles
humides incubées ou non 3 h en présence du cocktail enzymatique a 55°C. Les cinétiques de
production de glucose ont été obtenues par dosage du glucose par HPLC-RI de t = 0,25h a t = 3h.
L’ensemble des tests a été réalisé en triplicats. Les cinétiques de libération du glucose sont

présentées sur la figure 75.
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Figure 75 : Effet du traitement enzymatique a 55°C sur des radicelles humides broyées ou non : évolution de la

concentration en glucose en fonction du temps

A Dissue des 3 heures de traitement, la quantité maximale de glucose obtenue par
traitement enzymatique a 55°C est proche pour les tests réalisés avec ou sans broyage préalable de
la biomasse. Il est a noter que la teneur en glucose ainsi obtenue d’environ 30 mg glucose/gys est
équivalente a celle observée sur la série de tests précédents effectués sur la biomasse séchée (28,5

mg glucose/gys).

De plus, deux tests complémentaires d’incubation du cocktail enzymatique en présence du
seul glucose montrent que la concentration en glucose reste constante sur 4 heures (résultats non

présentés), le cocktail n’a donc pas d’effet de dégradation du glucose sur cette durée.

L’augmentation de la surface de mise en contact de la biomasse avec les enzymes par
le traitement physique de broyage n’a pas montré d’efficacité particuliere. Ainsi, la
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mise en ceuvre des radicelles non broyées a été choisie pour l'étude en réacteur
semibatch pour la production d’hydrogéne.

4.2.2.3 Tests de fermentation en semibatch

La production d’hydrogéne par fermentation obscure dans le bioréacteur semibatch a partir
de radicelles humides a 37°C couplée ou non a un traitement enzymatique a 5 mg/gys afin de
limiter la consommation du cocktail enzymatique, été testée. Les débits de production

d’hydrogene et les volumes de production cumulés des trois tests sont présentés sur la figure 76.
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Figure 76 : Débit de production d'hydrogéne (a) et volume d’hydrogéne cumulé (b) en bioréacteur semibatch

avec ou sans traitement enzymatique simultané

On note que jusqu’a 18h de fermentation, les profils de production d’hydrogéne sont
proches (figure 76a) pour les trois tests. Un pic du débit de production d’hydrogéne est observé
pour les tests témoins a 26 et 30h, suivi d’une chute du débit de production d’hydrogéne. Ce
phénomeéne n’est pas présent pour le test réalisé avec ajout du cocktail enzymatique dans le milieu
réactionnel, pour lequel le débit de production d’hydrogene atteint un maximum et reste stable de
23 a 33 h. Le volume cumulé en hydrogéne produit est supéricur pour le test avec traitement
enzymatique simultané dés 30 h de fermentation par rapport aux deux tests témoins (figure 76b).

Les performances de production d’hydrogéne sont présentées dans le tableau 33.
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Tableau 33: Productions d'hydrogéne avec et sans cocktail enzymatique

Quantité d’enzyme ajoutée Production Productivité Rendement

(MZenzyme/gus) (mLy/Kgradicetes) (mLy/L/h) (mL/gpco) H,/CO,

0 504 +£38 2,5+0,2 3,0+0,2 0,31 +0,02
5 636 3,11 38 0,46

Avec I’ajout du cocktail enzymatique, on observe un gain de 26% en production
d’hydrogene, ainsi qu’une meilleure capacité de production avec le cocktail enzymatique. Le

rapport H,/CO, est également plus élevé, montrant une amélioration du métabolisme bactérien.
4.2.3 Discussion

Dans cette étude, plusieurs cocktails enzymatiques substrat-spécifiques ont été produits
dans des conditions non optimisées et un effet de la biomasse a été observé sur la production des
cocktails enzymatiques. La production d’enzymes chez les champignons est affectée par plusieurs
facteurs environnementaux, pouvant faire 1’objet d’une optimisation pour la production des
cocktails enzymatiques. La nature des substrats solides, la température, le pHet 1’humidité, les
sources de carbone et d’azote, les minéraux, la taille des particules, I’aération, le prétraitement de
résidus lignocellulosiques et de nombreux auteurs ont étudié les conditions pour améliorer la

production d’enzymes (Pérez-Rodriguez et al., 2016).

On observe une corrélation négative entre la croissance des souches fongiques et les
activités cellulase, xylanase, xyloglucanase et arabinoxylanase des cocktails enzymatiques
récoltés. Ceci peut s’expliquer par le fait que des monomeéres glucidiques sont accessibles en plus
grande quantité dans la biomasse marcs de raisin, riches en glucides solubles, comparativement
aux radicelles d’orge. Une autre explication pourrait étre que les enzymes sécrétées présentent une
activité autre que celle analysée comme par exemple la dégradation de lignines ou de
polyphénols, comme observé dans 1’étude de Teles et al., 2019. En effet, dans cette étude, lors de
tests en présence de marcs de raisin et de son de blg, il a été observé que les enzymes produites

avaient une activité d’extraction des composés polyphénoliques.

L’impact hydrolytique du cocktail enzymatique OAg issu de la fermentation fongique en
milieu solide de la biomasse correspondant aux radicelles d’orge a ensuite été étudié a différentes
échelles. A petite échelle (1 mL), sur la biomasse broyée et séchée, la tendance asymptotique de
la quantité de glucose en fonction de la quantité d’enzyme a permis d’obtenir un optimum du ratio
entre le cocktail enzymatique et la quantité de radicelle broyée et séchée dont la valeur a été
retenue a 15mg/gys. L’étude de la température (37°C et 55°C) a mis en évidence qu’il y avait peu
d’incidence sur I’effet hydrolytique. Une seconde mise en échelle (50 mL) a ensuite permis de
corréler directement les résultats obtenus sur la biomasse broyée et séchée a cette méme biomasse
humide mais cela exclusivement sur le traitement enzymatique a 55°C. En effet, la quantité de
glucose extraite de la biomasse s’éléve a environ 30 mg/gys. Par ailleurs, cette montée en volume

permet de démontrer que le cocktail enzymatique posséde une activité hydrolytique comparable
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Chapitre IV - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

que la biomasse soit humide (brute) ou séchée et broyée car le ratio enzyme/témoin est similaire
aux résultats obtenus a petite échelle (environ 6). De plus, il a ét¢ montré que le cocktail

enzymatique ne consommait pas le glucose présent dans le milieu a 37°C et 55°C.

Les études de production d’hydrogéne par fermentation obscure ont finalement permis, en
partie, de confirmer un impact positif de 1’ajout d’enzyme, avec un gain de 26% de production
d’hydrogeéne. La production d’hydrogeéne a partir de déchets alimentaires avec un processus
combiné de fermentation en milieu solide et de fermentation obscure a été testée dans 1’étude de
Han et al., (2016), mais aucun témoin (sans utilisation du cocktail) n’a été réalisé. Une étude
mélangeant une portion de rafles et tiges de mais prétraitées par fermentation fongique a une
portion de la méme biomasse brute montre 1’augmentation de 1’activité cellulase couplée a un fort
taux d’hydrolyse des composés lignocellulosiques, générant une production d’hydrogéne environ
2 fois plus élevée que celle obtenue par fermentation directe des rafles brutes (Cheng et Liu,
2012). Ainsi, I'utilisation d’un cocktail enzymatique substrat-spécifique est une piste prometteuse
pour I’amélioration des performances de production d’hydrogéne de biomasses riches en

carbohydrates complexes et pauvres en glucides solubles.

La problématique de cette étude était d’augmenter la quantité en glucides solubles pour
améliorer la production d’hydrogéne. L’utilisation d’un cocktail enzymatique produit par
fermentation solide permet d’obtenir une augmentation de la production d’hydrogéne relative,
sans optimisation des parameétres de production ni des conditions de mise en ceuvre du cocktail
enzymatique. Ainsi, une perspective de ce travail est I’optimisation de ces deux derniers points.
De plus, une simplification des étapes de production du cocktail enzymatiques sont a envisager
pour une mise en ceuvre a 1’échelle industrielle.Une autre perspective de ces travaux est
I’optimisation de la production du cocktail enzymatique puis le prétraitement enzymatique de la
biomasse, afin de produire un extrait riche en glucides solubles, pouvant servir d’alimentation a

un bioréacteur continu.

Enfin, la production du cocktail enzymatique en fermentation solide sur la biomasse
d’intérét permet d’envisager une facilit¢é de production et un plus faible colit pour une
transposition a plus grande échelle. L’utilisation d’une biomasse non broyée humide permet

¢galement d’utiliser la biomasse telle que fourni par I’industriel.

5 Conclusion

Ainsi, la fermentation obscure endogéne, peut s’appliquer a un panel varié de biomasses
issues de différentes filiéres de production. Les meilleures productivités sont de loin obtenues
pour les bourbes, biomasse la plus riche en monomeéres glucidiques solubles. Néanmoins, il
est possible d’obtenir des productions intéressantes d’hydrogene par fermentation

endogene a partir de biomasses dont la teneur en glucides solubles est plus faible. Certaines
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Chapitre 1V - Production d’hydrogeéne a partir de déchets organiques agricoles et agroalimentaires.

Prétraitements physiques et enzymatiques.

biomasses ne nécessitent aucun prétraitement, pour d’autres, il serait intéressant d’essayer

d’extraire de la matiere métabolisable pour exploiter au mieux leur potentiel de production.

L’étude des dynamiques de production d’hydrogéne et de métabolites, ainsi que sur la
microbiologie de biomasses diverses en termes de natures et de composition ayant des
performances de production d’hydrogene variées. Nous avons ainsi noté qu'’il y a plusieurs
étapes dans la production d’hydrogene en bioréacteur semibatch, ce qui est cohérent avec
des résultats rapportés dans la littérature. Il semblerait que des phénoménes d’inhibition du
développement du genre Clostridium aient lieu pour les tests avec certaines biomasses,
explicable par plusieurs hypothéses : inhibition par la teneur en polyphénols des biomasses

ou par des bactéries lactiques (Enterococcus, Lactococcus).

La production et la mise en ceuvre d’un cocktail enzymatique substrat spécifique des
radicelles d’orge a été testée. Une perspective de ces travaux est 1’optimisation de la production
du cocktail enzymatique puis le prétraitement enzymatique de la biomasse, afin de produire un
extrait riche en glucides solubles, pouvant servir d’alimentation a un bioréacteur membranaire en

fonctionnement continu.
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Chapitre V

Mise en ccuvre du BRM L/G

avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

1 Introduction

Dans le chapitre II1, la robustesse du procédé développé dans la thése de Clion (2016) a été
éprouvée. Il a été montré que les performances de production d’hydrogéne en BRM (extraction
liquide/gaz) sont stables jusqu’a 1,2 ans aprés le dernier ensemencement du module membranaire
avec un consortium bactérien ayant subi au préalable un prétraitement thermique. La faisabilité du
procédé sans utiliser de gaz de balayage a également été prouvée. Il a de plus été établi qu'une
gamme de TSH entre 2 et 14 h pouvait &tre appliquée et de DAS entre 0,7 et 2 g/L/h et que la
teneur en glucides dans le BRM avait une importance primordiale dans la sélection des espéces
bactériennes se développant au sein du module membranaire. Un optimum en termes de
productivité et de rendement a été obtenu pour une teneur en glucose de 12-14 g/L, ce qui
correspond a TSH de 8-10 h et un DAS de 1,4 g/L/h. Suite aux résultats de ces études réalisées
avec un substrat modele (glucose + nutriments), 1’objectif principal de ce chapitre est de tester la
faisabilité de mise en ceuvre du BRM avec des substrats réels. Des valeurs proches des optima de
teneurs en glucides obtenues avec le substrat modele ont été conservées dans un premier temps.
De plus, comme la majorité des tests précédents a été réalisée avec 1’utilisation d’un gaz de

balayage, les tests de ce chapitre seront réalisés dans ces mémes conditions.

Dans le chapitre 1V, il a ét¢ montré que des biomasses variées en termes de compositions
biochimiques et structurelles peuvent étre utilisées pour une production d’hydrogene par
fermentation endogéne, sans prétraitement visant a inhiber les microorganismes méthanogenes.
Des signatures en termes de consortium bactérien émergeant et de métabolique du milieu
réactionnel ont été observées pour ces tests en bioréacteur semibatch avec différentes biomasses.
Ainsi, plusieurs biomasses présentant un potentiel de production d’hydrogene élevé ont été

identifiées.

Pour la premiére mise en ceuvre du BRM avec une biomasse ayant le double role
d’inoculum et de substrat, notre choix s’est porté sur la biomasse la plus aisément transposable a
plus grande échelle : la biomasse bourbes issue de la filiére vitivinicole. Les atouts de cette

biomasse sont sa teneur élevée en sucres simples (glucose et fructose), le fait qu’elle soit liquide
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Chapitre V- Mise en ceuvre du BRM L/G avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

et la prévalence du genre Clostridium et d’un métabolisme butyrate-acétate en cours de

fermentation en RASB.

Pour tester la valorisation de différents coproduits de la vigne avec un méme dispositif, la
biomasse marcs de raisin, ressource en coproduits vitivinicoles la plus élevée en tonnage, sera
testée comme substrat du BRM. Néanmoins, la production viticole est saisonni¢re, il apparait
donc nécessaire d’envisager 1’utilisation de biomasses soit produites tout au long de 1’année, soit
ayant une grande durée de conservation. Pour ces raisons, pour le fait qu’elle ne soit pas valorisée
actuellement et pour ses performances élevées de production d’hydrogéne en bioréacteur
semibatch, la biomasse pellicules argentées de café a également été choisie pour un test de

production d’hydrogéne en BRM.
Les objectifs de ce chapitre sont donc les suivants :

- tester la faisabilité de mise en ccuvre du BRM avec la biomasse bourbes utilisée comme

substrat et inoculum bactérien, sans prétraitement thermique,

- ¢étudier D’effet de la nature de 1’inoculum bactérien sur les performances de production
d’hydrogene et les signatures bactériennes et métaboliques du BRM, en utilisant un méme

substrat modele (glucose+nutriments) pour alimenter les BRM,

- tester la faisabilité de mise en ccuvre du BRM avec les biomasses bourbes, marcs de raisin et

pellicules d’argent de café, sans réensemencement du module membranaire.

2 Ensemencement du module membranaire avec du digestat de

fermentation de bourbes viticoles

Une fermentation de bourbes diluées a €té initiée en bioréacteur semibatch. A t =24 h de
fermentation, correspondant a I’optimum du débit de production d’H, et a la présence majoritaire
du genre Clostridium selon les résultats du chapitre IV, la sortie liquide d’échantillonnage du
bioréacteur semibatch a été connectée avec I’entrée liquide du module membranaire. Le milieu
liquide (digestat) a ainsi été transféré dans le module membranaire en conditions anaérobies, a

I’aide d’une pompe péristaltique.

Puis, la biomasse bourbes, utilisée en tant que substrat, a été diluée (1/25) dans ’eau du
réseau de Strasbourg afin d’obtenir une concentration en glucides solubles d’environ 12 g/L, et
stockée dans le réservoir d’alimentation a une température de 4°C, afin de limiter le
développement microbien. De plus, un balayage a 1’azote du réservoir est réalisé afin de

désoxygéner le substrat.

Dés la fin du transfert du digestat, I’alimentation liquide en substrat du BRM a été mise en

route, ce qui correspond au démarrage du test BRM-EB (« Ensemencement-Bourbes »). Aucun
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Chapitre V- Mise en ceuvre du BRM L/G avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

inoculum bactérien supplémentaire n’a été ajouté au cours de ce test et aucun traitement

thermique n’a été réalisé. Les paramétres du test BRM-EB sont présentés dans le tableau 34.

Tableau 34 : Conditions de mise en ceuvre du test BRM-EB

Durée depuis dernier TSH DAS ORP moyen Régime
ensemencement (j) (h) (g/L/h) pH moyen (mV) pseudo-stable
0 7,7 1.4 5,1 -393 De 96h a 188h

Les conditions de fermentation sont identiques a celles des études présentées dans le
chapitre III, permettant de comparer directement le potentiel de production d’hydrogéne de cette

biomasse en mode de fonctionnement continu avec le BRM fonctionnant avec un substrat modéle.

Les performances de production d’hydrogeéne seront présentées, ainsi que 1‘analyse des

productivités en métabolites et des communautés bactériennes du milieu réactionnel.

2.1  Analyse des gaz

La figure 77a présente le suivi de la production de gaz en sortie des fibres creuses, et la
figure 77b 1’évolution du pH et du potentiel d’oxydoréduction au niveau de I’effluent liquide du

module membranaire du test BRM-EB.
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Figure 77 : Profils de production de gaz (a), pH et potentiel d'oxydoréduction (b) du test BRM-EB

Les productivités d’hydrogéne et de dioxyde de carbone sont proches et augmentent
lentement de t = 0 h a t = 120 h, puis se stabilisent pour atteindre une productivité d’environ 3

mL/L/min jusqu’a t = 188 h. Des variations importantes du débit d’hydrogéne sont observées de t
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=100 h at=118 h. Les débits de gaz n’ont pas pu étre mesurés de t = 124h a t = 152h, mais on
peut supposer que les productivités en gaz sont restées stables durant cette période (pas de
variations notables du pH ni du potentiel d’oxydoréduction). Une chute brusque des productivités
en hydrogéne et en dioxyde de carbone est observée de t = 188h a t = 192h, due a la formation
d’un bouchon au niveau de 1’alimentation en substrat (bourbes) ; celle-ci contenant de la matiére
en suspension. Ce dysfonctionnement induit des variations du pH et du potentiel
d’oxydoréduction relativement faibles. Aprés débouchage et remise en route de 1’alimentation, les
productivités en H, et CO, remontent jusqu’a t = 216 h, a 3 mL/L/min. Une seconde chute est
observée entre t =219 h et t = 224 h, avec un impact important sur le potentiel d’oxydoréduction.
Apres débouchage et remise en route de 1’alimentation, les productivités réaugmentent, sans

atteindre les performances de production obtenues jusqu’alors (2,3 mL/L/h).

Un pic de la valeur pH est observé entre t =4 h et t = 8 h, avec un maximum a pH =9, li¢ a
une quantité de soude injectée en trop grande quantité. Ensuite, le pH chutea 3,5at=20h. At=
24 h, la valeur du pH est remontée entre 5,0 = 0,2. Le potentiel d’oxydoréduction est de
-500 mV a t = 0 h. Il augmente a -350 mV a t = 30 h pour rester stable jusqu’a t = 72 h et
diminuer légérement det=72hat= 120 h.

Le tableau 35 présente les performances moyennes de production d’hydrogéne du test
BRM-EB lors la phase de mise en régime (0-96 h), puis du régime de fonctionnement pseudo-
stable (96-188 h).

Tableau 35 : Performances de production d'hydrogéne du test BRM-EB

Consommation  Ru: (mol/mol) Ry (mol/mol) Rpco (mL/g) Pu;
Période hexose (%) (Hexose* ajouté) (Hexose* consommé) (DCO initiale)  (mL/L/h) H,/CO,
0-96 43,9 0,4 0,9 35,5 70,8 1,3
96-188 98,7 1,3 1,3 94,3 188,7 1,2

*hexose = glucose+fructose
La consommation en hexoses augmente jusqu’a €tre quasiment totale lors de la phase de

production pseudo-stable. Un rendement de 1,3 moly,/molyexose €t une productivité moyenne de

188,7 mL/L/h sont atteints. Le rapport molaire H,/CO, reste constant et relativement ¢élevé.
2.2 Analyse des métabolites

La figure 78a montre le suivi du débit des glucides (glucose et fructose) et du tartrate en
sortie du module membranaire. Le tartrate est présent initialement dans la biomasse bourbes. La
figure 78b montre le suivi du débit des métabolites majoritaires (>0,4 mmol/L/h pour au moins un
temps de prélévement) et la figure 78c présente le suivi du débit des métabolites minoritaires
(<0,4 mmol/L/h).
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Figure 78 : Evolution de la concentration des glucides (glucose et fructose) et de tartrate (a),

et des productivités de métabolites majoritaires (b) et minoritaires (c) du test BRM-EB

Sur la figure 78a, on constate que les débits de glucose et fructose diminuent au cours du

temps. La consommation est quasi-totale a t = 164 h. Le débit de tartrate en sortie du module

membranaire reste constant, il n’est donc pas consommé dans ces conditions.

Sur la figure 78b, a t = Oh (heure d’ensemencement du BRM), on observe la présence

d’acétate et de butyrate, de formiate et de propanol (environ 0,8 mL/L/h), et de fagon moindre, de

lactate, d’éthanol, et de succinate. Ceci est dii au fait que le digestat du bioréacteur semibatch a

¢été utilisé pour alimenter le module membranaire.

Les métabolites majoritairement produits (figure 78b) sont le butyrate, 1’acétate et le lactate

et I’éthanol a partir de t = 125 h. La production de lactate diminue a partir de t = 148 h et s’arréte

a t = 188 h. Une faible production de formiate est observée a partir de t = 92 h. Les métabolites

minoritaires (<0,5 mmol/L/h) (figure 78c) sont le formiate, le succinate, 1’isovalérate, le propanol

et le butanol. La production de butanol démarre avec la production d’éthanol a t = 116 h, ce qui
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montre un transfert métabolique vers les voies de la solvantogenése. La figure 79 présente un
bilan DCO de ce test.
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M glucose
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Figure 79 : Bilan DCO du test d’ensemencement module membranaire avec du digestat de bourbes.

Le bilan DCO est incomplet (entre 40% et 70%). De méme qu’expliqué dans le chapitre III,
la production de biomasse bactérienne n’est pas mesurée et peut expliquer en partie le fait que le
bilan soit incomplet (10% environ, potentiellement un peu plus en phase d’inoculation du BRM).
Le reste correspond a des métabolites non analysés. Une autre hypothése est la transformation
d’une partie des glucides au niveau de 1’alimentation liquide du module membranaire, qui

correspond a I’entrée de NaOH et est une zone dont le pH est plus élevé.
2.3 Analyse microbiologique

Des échantillons de 1’effluent ont été prélevés a différents temps de fermentation : 92 h
correspondant a la premiére phase de production, 149 h, a la seconde phase et 235 h, a ’arrét du
BRM. De plus, des échantillons de différentes zones du module membranaire (effluent liquide,
flocs, surface de la fibre en haut et en bas du module) ont été prélevés a 235 h de fermentation.
Apres prélévement de 7 mL d’effluent selon le méme protocole qu’usuellement, le module a été
vidangé par la sortie liquide basse et les flocs ont été recueillis. La fibre supplémentaire a été
coupée au niveau de ses deux extrémités d’empotage et retirée par le haut du module ; elle a

ensuite été sectionnée en trois trongons de 6 cm.

214
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2.3.1 Observation MEB

La figure 80 présente des micrographies obtenues au MEB des différentes parties de la
fibre (haut (a), milieu (b) et bas de module (c)) extraite du module membranaire a la fin de test
BRM-EB, correspondant donc au test d’ensemencement. Pour chaque échantillon, des

agrandissements croissants sont présentés.

[— Re—

Fibre milieu

Figure 80 : Micrographies MEB de la fibre supplémentaire du test BRM-EB : haut de la fibre (a) : x100 (1), x1000 (2 et 3), x5000 (4) ;
milieu de la fibre (b) : x50 (1), x500 (2), x1000 (3), x5000(4) ; bas de la fibre (c) : x100(1), x1000(2), x500(3), x5000(4).
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Sur la partie haute de la fibre (figure 4a), un film bactérien est déposé sur la longueur de la
surface extérieure gauche seulement (figure 4a-1). La figure 80a-2 montre un agrandissement de
cette séparation. La partie gauche de la surface est occupée par une faible épaisseur de bactéries,
contrastant avec une zone exempte de microorganismes, a droite, et sur laquelle on peut
apercevoir les pores de la surface de la fibre. De plus, des agrégats sont présents a différentes
hauteurs de la fibre, dont la figure 80a-3 présente un agrandissement (x1000). Il s’agit d’un
biofilm bactérien, peu épais, se détachant de sa surface. Sur la figure 80a-4, présentant un
agrandissement supérieur de la méme zone (x5000), on voit qu’il s’agit de différentes
morphologies bactériennes (coques et batonnets) enchassées dans une matrice de polymeres
extracellulaires. La densité de la population bactérienne est largement supérieure sur les parties
médianes (figure 80b) et basses (figure 80c) de la fibre. Deux agrégats se décollent de la surface
de la fibre, visibles a faible agrandissement (b-1 et c-1). Des grossissements plus importants (b-2,
b-3, c-2, c-3) révelent des zones ou le biofilm est multicouche et craquelé en contraste avec
d’autres zones peu occupées. Des agrandissements supérieurs (b-4 et c-4) montrent la présence de
microorganismes sous forme de batonnets, plus ou moins longs, ainsi qu’a quelques endroits des
microorganismes de forme sphérique et de tailles plus importantes, correspondants
potentiellement a des levures. Ces images confirment donc 1’existence d’un biofilm réparti de
fagon hétérogéne le long des fibres du bioréacteur. La figure 81 présente des micrographies MEB
de plusieurs flocs, récupérés dans le fond du BRM a la fin du test BRM-EB, d’aspect différents a
I’ceil nu (noir et compact (a) contre jaunatre et peu dense (b). Les structures prélevées se sont
légérement dissociées lorsque placées dans 1’agent fixateur, leurs tailles étaient supérieures a

celles visibles sur les images MEB obtenues.
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Figure 81 : Micrographies MEB des granules collectés en fin de test BRM-EB : structure compacte (a) 200x (1) et 5000x (2),
structure peu dense (b) 500x (1) et 5000x (2)

La figure 8la-1 montre plusieurs structures compactes (granules noirs a 1’ceil nu), de
différentes tailles, dont les surfaces ont des aspects granuleux. Un agrandissement de la structure
au centre de la micrographie (figure 81a-2) révele la présence de bactéries au sein d’une matrice
de polymeres extracellulaires présents en proportion trés importante. La figure 81b-1 montre
plusieurs structures poreuses (granules jaunes a I’ceil nu), également de tailles variées. Un
agrandissement de la structure au centre de la micrographie (figure 81b-2) révéle la présence d’un
nombre important de cellules bactériennes, avec des morphologies trés diverses mais le plus

souvent en forme de batonnet avec peu, voire pas de polymeres extracellulaires.
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2.3.2  Analyse microbiologique par séquencage

L’ADN des culots bactériens des échantillons d’effluent liquide, des flocs et des biofilms
de la surface des segments de fibres issues du haut et du bas du module ont été extraits comme
décrit précédemment. L’ ADN bactérien codant I’ARN 16S a été analysé par séquengage Illumina

a haut débit. Le tableau 36 présente la diversité et I’abondance des OTU.

Tableau 36 : Diversité et richesse des échantillons du test BRM-EB a différents temps de fermentation et

localisations dans le module membranaire, analysés par séquencage et gPCR

Nombre Indice de Indice de qPCR

Echantillon d’OTU Simpson Shannon ACE (copies/pL)
=96 h — effluent 63 0,20 1,87 67,6 3,78x10’
t=149 h- effluent 49 0,19 2,05 51,1 1,11x107
t=235 h -effluent 77 0,18 2,12 81,6 1,81x10°
t=235 h -fibre haut 54 0,16 2,17 55,6 na

t=235 h -fibre bas 37 0,15 2,21 38,1 na

t=235 h -fibre floc 57 0,14 2,34 60,3 na

*non analysé
Det =96 hat= 253 h, les indices de Simpson diminuent et les indices de Shannon

augmentent. Ceci montre une augmentation de la diversité bactérienne. Cependant, selon, I’indice
ACE, la richesse en especes bactériennes diminue pour augmenter a nouveau. Le nombre

d’individus diminue au cours du temps.

Concernant les différentes zones du module membranaire étudiées, selon les indices de
Simpson et de Shannon, la diversité est la plus élevée dans les flocs, puis sur les parties basse et
haute des fibres, puis sur 1’effluent avec cependant une variation faible. Selon I’ACE, la richesse
en especes bactériennes est plus élevée dans 1’effluent du module, puis dans le floc et en haut de

la fibre qu’en bas de la fibre.

La figure 82 présente la répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens
principaux et le tableau 37 les espéces de différents échantillons de fermentation du test

d’ensemencement du module membranaire avec du digestat de bourbes.

7

¢ Evolution du consortium bactérien dans I’effluent en fonction du temps

At =96 h, le phylum Firmicutes est largement majoritaire (90,5%) (figure 82a). Son
abondance diminue a t = 149 h (85,7%) puis augmente a t = 235 h (96,0%). Le phylum
Proteobacteria est également présent a t = 96 h (8,9%), son abondance augmente a 149 h (14,0%)
puis chute a 2,4% a 235 h ou d’autres phyla émergent. Les familles des Clostridiaceae et
Sporolactobacillaceae (famille essentiellement représentée par le genre Sporolactobacillus) sont
majoritaires dans tous les échantillons (figure 82b). La proportion de la famille Clostridiceae,
essenticllement représentée par le genre Clostridium (figure 82c¢), reste la plus importante (>45%)
au cours du temps, et est nettement majoritaire (74%) a t = 235 h. L’abondance des
Sporolactobacillaceae est importante (34-35%) et diminue a 235 h (11,6%). L’abondance de la

famille des Enterobacteriaceae (essentiellement Enterobacter) constituant 1’essentiel du phylum
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Proteobacteria, suit la méme tendance avec une présence marquée (8,7% a 96 h et 13,9% a 149 h)
avant de chuter & moins de 2% a 235 h. Les Ruminococcaceae, essentiellement représentées par le
genre Ethanoligenens, sont présentes en proportions faibles a 96 h puis plus élevées a t = 96 h
(2%) puis a t = 235 h (6,5%).

De t =96 h a t = 235 h, Sporolactobacillus laevolacticus est le taxon majoritaire (tableau
37) avec une abondance stable de t =96 h (35,5%), a t = 149 h (33,7%) et en baisse at =235 h
(11,6%) (tableau 37). Sporolactobacillus laevolacticus est un microorganisme homofermentaire
convertissant complétement le glucose en lactate. Sporolactobacillus laevolacticus a été utilisé
dans une étude de production de lactate a partir d’hydrolysat de tourteaux de coton dans un
réacteur en configuration fed-batch a 37°C a pH 5,5, permettant de générer jusqu’a 4,1 g/L/h de
lactate (Li et al., 2013).

La famille des Clostridiaceae est abondante et diversifié : pas moins de 9 taxa sont
présents. L’abondance d’un premier groupe (4. polyendosporus, C. saccharobutyricum, C.
beijerinckii/diolis) diminue fortement au cours du temps alors que celle d’un second groupe
augmente (C. kogasensis, C. pasteurianum, C. punense/huakuii/tunisiense). A. polyendosporus
produit de I’énergie par fermentation de glucides, produisant de I’hydrogéne et du butyrate, et a la
capacité de former des spores endogeénes. Cette espéce été retrouvée dans des granules
producteurs d’hydrogéne d’un UASB (Jung et al, 2013). Notons enfin 1’émergence
d’E. harbinense au cours du temps (6,5% a t = 235 h).

«» Commentaire sur les consortia bactériens dans la zone du module membranaire

A t = 235h, le phylum Firmicutes est majoritaire, de fagon plus importante sur la surface
des fibres creuses en haut du module et dans 1’effluent (96%) (figure 82a). La composition des
flocs et de la surface des fibres creuses en bas du module est similaire avec environ 88% de

Firmicutes et une part de Proteobacteria plus importante (12% contre 3%).

Le phylum Firmicutes est plus diversifié sur la fibre et dans les flocs que dans I’effluent au
méme temps de fermentation. Il est composé des familles Clostridaceae, Ruminococcacae,
Sporolactobacillaceae, et de fagon moindre d’Enterococcaceae (figure 82b). Les Clostridiaceae,
représentées majoritairement par Clostridium puis Caloramator en plus faibles proportions, sont
majoritaires dans tous les échantillons (fibres et flocs), mais plus abondantes dans 1’effluent
(74%) et moins présentes sur la fibre, en bas du module (39%). La composition est similaire dans
les flocs et sur la fibre en haut du module (respectivement 48% et 46%). Les familles
Sporolactobacillaceae et Ruminococcaceae, représentées essentiellement par Sporolactobacillus
et Ethanoligenens, représentent 47% des familles en haut et en bas de la fibre avec une majorité
de Ruminococcaceae. Dans les flocs, ces 2 familles sont présentes en proportion plus faible (35%)
et avec une représentation inversée (majorité de Sporolactobacillaceae). Dans I’effluent, ces 2
familles ne représentent que 18,5% avec une prédominance des Sporolactobacillaceae.

Saraphirom et Reungsang (2011) ont rapporté que Sporolactobacillus, produit des bactériocines,
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qui peuvent avoir un effet négatif sur les bactéries productrices d’hydrogéne. Chaque famille est

peu diversifiée (figure 82c).

Les profils d’abondance du biofilm présent sur la surface des fibres creuses sont
similaires entre le haut et la bas : Ethanoligenens harbinense est majoritaire (29,8% et 26,0%
respectivement en haut et en bas de la fibre), suivi par Sporolactobacillus laevolacticus (17,2% et
18,9%) et Clostridium pasteurianum (14,9% et 13,3%) (tableau 37). L’abondance de taxa
minoritaires est également comparable, notamment Clostridium (punense/huakuii/tunisiense)
(12,2% et 9,3%), Clostridium (beijerinckii/diolis) (3,4% et 2,5%), Clostridium saccharobutylicum
(2,5% et 1,4%). Notons qu’Enterobacter sp. est 3,4 fois plus abondant en bas du module (11,7%).

L’abondance de Clostridium pasteurianum est comparable dans 1’effluent et dans les flocs
(25,7% et 21,0% respectivement), soit 1,5 a 2 fois plus que sur la surface de la fibre. Clostridium
kogasensis et Clostridium (punense/huakuii/tunisiense) sont fortement représentés (18, 8% et

22,4% respectivement) dans 1’effluent.

Sporolactobacillus laevolacticus est présente dans toutes les zones du module considérées,
majoritairement dans les flocs (22,5%), puis sur la surface de la fibre (18%) puis dans I’effluent
(12%). Enterobacter sp. émerge uniquement dans la partie basse du module (11,7% dans les flocs

et en bas des fibres creuses).

Un ensemble de taxa du phylum Firmicutes (Clostridiaceae et Enterococcaceae) a une
présence ubiquitaire et minoritaire (<6%) a t = 235 h dans les flocs et sur la surface des fibres
creuses :  Anaerobacter  polyendosporus,  Caloramator  quimbayensis,  Clostridium
saccharobutylicum, Clostridium kogasensis, Clostridium saccharobutylicum, Clostridium
(beijerinckii/diolis) et Clostridium (carboxidivorans/drakei). Outre les bactéries du genre
Clostridium et Anaerobacter polyendosporus, productrices d’hydrogéne, Caloramator
quimbayensis est une bactérie anaérobie, motile, modérément thermophile, sporulante et
fermentant des glucides pour produire essentiellement du formiate, de I’acétate, de 1’éthanol et du
lactate (Rubiano-Labrador et al., 2013).
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Figure 82 : Répartition des phyla (a), familles (b) et genres (¢) bactériens principaux de différents échantillons de fermentation du test d’ensemencement du module
membranaire avec du digestat des bourbes : effluent a différents temps de fermentation (96 h, 149 h et 235 h), surface des fibres en fin de test (bas et haut du module), floc en fin
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Tableau 37 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons du test de fermentation du BRM ensemencé avec du digestat de fermentation de bourbes

Abondance >1% pour au moins un échantillon

Fibre Fibre
96h 149h 235h haut bas Floc

Meilleure correspondance Homologie
Phylum Famille Genre dans la base de données NCBI (%) n° ordre
Cyanobacteria Symphyonemataceae  Loriellopsis Loriellopsis cavernicola <97 NR 113122.1
Anaerobacter Anaerobacter polyendosporus 100 NR_026496.1
Caloramator Caloramator quimbayensis 95 NR 109502
Clostridium kogasensis 100
Clostridium intestinale 99 NR_029263.1
Clostridiaceae Clostridium pasteurianum 99 NR 104822.1
Clostridium Clostridium saccharobutylicum 97 NR_122061.1
Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Firmicutes
Clostridium (punense/huakuii/tunisiense) 96 /
Clostridium (carboxidivorans/drakei) 100 /
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus (hirae/ratti/faecium/mundtii/durans) 100 /
Leuconostocaceae Leuconostoc Leuconostoc pseudomesenteroides 99 NR_109004.1
Caproiciproducens Caproiciproducens galactitolivorans 98 NR_145929.1
Ruminococcaceae
Ethanoligenens Ethanoligenens harbinense 98 NR _074333.1
Sporolactobacillaceae  Sporolactobacillus Sporolactobacillus laevolacticus 99 NR_112769.1

Proteobacteria Enterobacteriaceae

Enterobacter

Enterobacter
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2.4 Discussion

La production d’hydrogeéne dans le BRM avec une extraction liquide/gaz a partir de bourbes
vitivinicoles a été démontrée. Il s’agit de la premicre étude, en mode de fonctionnement continu ou la

biomasse a le role double de substrat et d’inoculum de bactéries productrices d’hydrogéne.

2.4.1 Comparaison des performances de production d’hydrogéne du BRM L/G et du bioréacteur

semibatch

Le tableau 38 propose une comparaison des performances de production d’hydrogene du test
BRM-EB aux performances moyennes des tests de fermentation endogene réalisés en bioréacteur

semibatch.

Tableau 38: Comparaison des performances de production d’hydrogéne du BRM L/G et du bioréacteur

semibatch en utilisant des bourbes comme substrat et inoculum

P Ry, (mL/g) Rp; (mol/mol) Conso. hexoses
Bioréacteur pH (mL/L/h) (DCO ajoutée) (hexoses* ajouté) (%) H,/CO,
BRM-EB 49-54 189 + 44 94 +22 1,3+03 98,7+0,2 1,2+0,1
Semibatch >5.8 80 + 30* 283 + 56* 2,1+0,3* 95,9 +0,5* 1,0+ 0,1*

*moyenne de ['ensemble des tests de fermentation de bourbes en bioréacteur semibatch

La productivité est plus de deux fois supérieure pour le test BRM-EB, en comparaison avec la
moyenne des tests réalisés en semibatch. Le rapport H,/CO, est aussi amélioré. Toutefois, les
rendements en hydrogéne par quantité initiale de DCO et d’hexoses ajoutés sont plus faibles en BRM,

malgré une consommation en hexose tout aussi élevée.

Ceci peut étre expliqué par une part d’éthanol produite supérieure dans le BRM par rapport au
semibatch en terme de rendement en hydrogéne. Notons aussi que dans le BRM, le tartrate n’est pas
consommé. Ce substrat complémentaire peut aussi expliquer en partie les meilleurs rendements
observées en semibatch. Le fait que plus d’éthanol soit produit en BRM peut étre lié au

développement d’ Ethanoligenens harbinense dans 1’effluent et d’ Enterobacter sur le biofilm.

Du lactate et du formiate sont également produits dans les deux réacteurs de fagon minoritaire.
La part de lactate est supéricure dans le BRM, ce qui peut &tre lié au développement de
Sporolactobacillus dans le biofilm du module membranaire (floc et surface des fibres). Saraphirom et
Reungsang (2011) ont rapporté que Sporolactobacillus, produit des bactériocines, qui peuvent avoir
un effet négatif sur les bactéries productrices d’hydrogéne. A partir de t = 190 h, on note que le lactate
est consommé, ce qui coincide avec un arrét de I’alimentation liquide (colmatage du tube
d’alimentation). Cet épisode de colmatage correspond a une augmentation du TSH, a une baisse de la
proportion de Sporolactobacillus, potentiellement liée a une inhibition par 1’augmentation de la
concentration en lactate, et a une augmentation des proportions des faxa du genre Clostridium,

consommant éventuellement le lactate.
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Dans les deux configurations, on note un changement du métabolisme du milieu fermentaire, a
t = 153-164 h en BRM et t = 60-72 h en bioréacteur semibatch, correspondant a 1’atteinte d’une
consommation quasi-totale des glucides. En effet, dans le BRM, la production de butyrate reste
supérieure a la production d’acétate jusqu’a t = 164 h, la productivité en butyrate baisse ensuite. Dans
la configuration semibatch, la production en acétate est supérieure a celle du butyrate et s’inverse
entre t = 60 et 72 h. Dans le BRM-B, la productivité en lactate commence a diminuer entre t = 153 h
et t = 164 h. Dans le semibatch, cette baisse a lieu entre t = 48 h et t = 57 h et est accompagné d’une
baisse de concentration en succinate, en isovalérate et en formiate, ce qui n’est pas observé dans le
BRM. On peut donc supposer que le lactate est consommé, pour potentiellement produire de
I’hydrogeéne. L’étude de Ziara et al, 2019 rapporte notamment la production d’hydrogéne par
fermentation obscure a partir d’eaux résiduaires d’industrie de production animale, riches en lactate,
avec un rendement maximal de 0,85 moly,/mol;,ee, dans des conditions proches notamment en
température de notre étude (T = 35-45°C, pH 6,5-8,5). Toutefois, dans notre étude, on note également
une baisse de la quantité de Sporolactobacillus de t = 149h a t = 235 h. Ainsi, a partir de t = 153-163
h, le BRM a un comportement proche de celui d’un bioréacteur sans alimentation continue, ce qui
laisse penser que la capacité de production du BRM pourrait étre améliorée avec un apport en substrat

augmentg¢ a partir de cette période.
Notons de plus que la configuration continue a pour avantage de nécessiter des opérations de
montage/démontage du bioréacteur moins fréquentes que la configuration en semibatch.

2.4.2  Comparaison avec d’autres études en BRM

A ce jour, peu d’études de production d’hydrogene par fermentation obscure avec un substrat
réel ont été réalisées en BRM continu et portent sur la valorisation d’effluents de production de tofu
(Kim et al., 2011), de déchets alimentaires (Lee ef al., 2014) et de paille de blé (Trad et al., 2015). Le

tableau 39 propose une comparaison des performances de production de notre étude et de ces tests.

Tableau 39 : Exemples de systémes de production intégrant des membranes avec des biomasses réelles

Configuration Source de DAS TSH Ry (mol/mol)  Pu:
membrane Objectifs carbone T°C (g/L/h) (h) (glucides aj.) (L/L/j) Réf.
Extraire ’'H, in  Bourbes 1,4 Zglucides/L/D Notre
FC, PTFE situ diluées 37 20 gco/Lh 8.0 1.3 45 étude
Augmenter le
Effluents de ;
FC, nd* TSS** des . 0,9-3,6 Zgluciaes/L/h Kim et
immergée substrats et les pr}i’ducu"“ de 60 33 33 gpgm 2080 1019 8,1-19.9 al., 2011
BPH** tofu
Augmenter le
Plane, PE des TSS** Déchets 1,0-1,7 ggiuciaes/L/R Lee et
immergée substrats et les  alimentaires 33 2,9-5,2 gpeo/L/h 10,5-18,7 1222 3:4-107 al., 2014
g + nutriments 0,25L/gupsadj  al., 2015

externe volatils

*nd = non disponible
**Temps de Séjour des Solides
***Bactéries Productrices d’Hydrogéne
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Notre étude est la seule dans laquelle le BRM est utilisé dans une configuration d’extraction
liquide/gaz. En effet, dans la littérature, les modules membranaires sont utilisés de fagon immergée
dans un objectif de concentrer la biomasse bactérienne (configuration solide/liquide) ou placés de
facon externe au bioréacteur pour extraire efficacement les acides gras volatils produits en cours de
fermentation (configuration liquide/liquide). Dans notre étude, les rendements en hydrogene atteints
se situent dans la méme fourchette que les rendements obtenus avec des BRM S/L fonctionnant avec
une augmentation du TSS (Kim et al., 2011 ; Lee et al., 2014). Aprés optimisation, les auteurs de ces
études parviennent a des augmentations substantielles du rendement de production en hydrogéne. Les
meilleurs rendements sont obtenus pour un TSH de 8 h et un DAS de 5.4 gpco/L/h (2,3 Zgiucides/L/D)
(Kim et al., 2011) et un TSH de 10,5 h et un DAS de 5,2 gpco/L/h (1,78g1cides/L/h), soit des conditions
de TSH comparables a celles de notre étude et de DAS supérieures, avec une teneur plus importante
en hexoses dans la littératureDe plus, la concentration microbienne étant supérieure dans les BRM
S/L, la dégradation du substrat et la consommation des acides gras organiques pouvant mener a la

production d’hydrogéne est améliorée.

Lors du test BRM-EB, nous avons noté un transfert des voies métaboliques vers la
solvantogenése, pouvant justifier en partie le rendement de production en hydrogene inférieur. Hormis
pour I’étude de Trad et al. (2015), des productivités plus faibles sont atteintes, en comparaison avec
les systémes d’augmentation du TSS, liées a un débit d’alimentation en substrat (DAS) plus faible
pour notre étude. En effet, les maxima de productivités pour les études de Kim et al. (2011) et de Lee
et al. (2014) ont été obtenus avec les DAS les plus élevés. Néanmoins, nous avons observé en croisant
les résultats de I’analyse MEB et le séquencage des flocs collectés dans le bioréacteur en fin de test

qu’il s’agit de granules microbiens producteurs d’hydrogéne.

L’utilisation de membranes de séparation S/L ou L/L entraine une consommation énergétique
supplémentaire, du fait d’un rétrolavage (Kim et al., 2011 ; Trad et al., 2015) ou de I'utilisation d’une
pompe a vide (Lee et al., 2014) pour limiter le colmatage de la membrane. L’intérét de cette
configuration est de permettre un fonctionnement a faible TSH (2h) (Kim et al., 2011). Cependant, le
colmatage de la membrane limite le fonctionnement en régime stable du BRM avec un DAS tres
¢levé, ou un nombre élevé de particules solides (flocs bactériens ou matieres en suspension) (Lee et

al., 2014). En outre, la configuration en BRM L/G permet également un fonctionnement a faible TSH
(2h) (cf. §IILS).

Une perspective de notre étude pourrait donc étre de favoriser la formation de tels granules,
augmentant ainsi substantiellement la concentration en microorganismes producteurs d’hydrogeéne
sans risque de lessivage, ni nécessité de mise en ceuvre d’'une membrane S/L. Le DAS pourra ainsi

étre augmenté afin de s’approcher un peu plus des teneurs en substrat utilisées dans la littérature.

Enfin, dans notre étude, des performances comparables aux autres tests ont été obtenues avec
une culture mixte sans prétraitement thermique de 1’inoculum, au contraire des études de Trad et al.,

2015 et de Kim et al., 2011 (inocula ayant subi un prétraitement thermique). Le consortium de I’étude
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de Lee et al. (2014) a été prélevé dans un CSTR fonctionnement depuis plus de deux ans, alors que
notre test génere de 1’hydrogeéne des la phase d’ensemencement avec un temps de mise en régime

court.

Ce test a montré pour la premiére fois la faisabilité de la production d’hydrogéne en BRM
a partir d’'une biomasse complexe remplissant a la fois le réle de substrat et d’inoculum.
Afin de proposer l'utilisation de ce systeme pour la production d’hydrogéene a partir de
biomasses, il est nécessaire de tester d’autres biomasses complexes. Mais auparavant,
puisque l'inoculation premiére a de limportance sur les résultats obtenus, il est
intéressant d’inoculer le BRM et de comparer son fonctionnement avec deux inocula
différents. Ainsi, une étude comparant les performances de production des inocula
bourbes et boues STEP dans deux bioréacteurs membranaires différents est proposée avec
l'utilisation d’un méme substrat modeéle.

3 Fonctionnement sans réensemencement. Comparaison du
fonctionnement du bioréacteur membranaire : inoculum

« bourbes » et inoculum « boues de STEP »

L’objectif de cette étude est de comparer les performances de production de deux tests avec
deux modules membranaires identiques, présentant les mémes caractéristiques, 1’un ensemencé avec
des bourbes et I’autre avec des boues de STEP traitées thermiquement. Les tests ont été réalisés dans
les mémes conditions opératoires (TSH = 8h, DAS = 1,4 g/L/h) et alimentés avec un substrat mode¢le

(glucose et nutriments).
3.1  Production des gaz

Les figure 83a et ¢ présentent le suivi de la production des gaz en sortie des fibres creuses pour
les deux tests et les figure 83b et d, ’évolution du pH et du potentiel d’oxydoréduction au niveau de

I’effluent liquide du module membranaire.
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Figure 83 : Comparaison de la production d'hydrogéne (a et c) et de I’évolution du pH et du potentiel
d’oxydoréduction (b et d) des tests avec ensemencement boues de STEP (BRM-STEP)

ou digestat de fermentation de bourbes (BRM-B) aves une alimentation en substrat modéle

On remarque que le temps de latence de production d’hydrogene et de CO, est plus faible pour

le test BRM-STEP. En effet, le test BRM-

STEP atteint son maximum de productivité a t = 24 h, alors

que le test BRM-STEP atteint son maximum de productivité a t = 72 h. Notons pour ce dernier test,

un ralentissement de 1’augmentation de la productivité a t =44 h.

Enfin, en période de fonctionnement pseudo-stable, le potentiel d’oxydoréduction du test BRM-
STEP est globalement plus élevé (-350 a —150 mV) que celui du test BRM-B (-550 a -450 mV).

Le tableau 40 présente les performances de production d’hydrogéne en BRM inoculé soit avec

des boues de STEP, soit avec du digestat de fermentation des bourbes.

Tableau 40 : Performances de production d’hydrogéne en BRM inoculé soit avec des boues de STEP,

soit avec du digestat de fermentation des bourbes

Productivité Ry, (mol/mol) Hexose
Test Période étudiée (L/LYj) (Hexose ajouté) consommé (%) H,/CO,
BRM-STEP 20-36h/ 52-66 h 5,6 1,17 97 1,0
BRM-B 48-84 h 6,3 1,44 82 1,3

Avec des conditions opératoires (TSH =8h, DAS = 1,4 g/L/h) et un substrat similaires, un

rendement de production en hydrogéne par mole d’hexose ajouté plus €levé a été obtenu pour le test

BRM-B que pour le test BRM-STEP, alors que tout le glucose n’est pas consommé pour le test BRM-
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B. Le module ensemencé avec des bourbes génére la

meilleure productivité (6,3 L/L/j) et rapport

H,/CO, (1,3) malgré une consommation plus faible du substrat (82% contre 97%), mettant en

évidence que des bactéries endogenes efficaces pour la production d’hydrogene se sont installées dans

le module membranaire, sans étape de prétraitement thermique.

3.2  Production de métabolites

La figure 84 présente une comparaison des débits de métabolites des tests BRM-STEP et

BRM-B.

| Inoculum « boues STEP » |

Inoculum « digestat bourbes »

ﬂ 10 =H=glucose nlo —H=— glucose
S 8 ™ £ 8{
s J
g 6 EREN
£ £ ' \
= 4 = 4 -
= . 3 2 \.\
o 2 l\ /./ \ a B —
0 +———yp——uu i Ny 0-"I"I"I"I"I"I"I":\l‘—|
0 12 24 36 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
temps (h) temps (h)
== acétate = =s= butyrate === gcétate ===a==butyrate
n 5 A éthanol lactate E 57 éthanol
| A
§ 4 ‘\ § 4 - /
E 3 | ~, % 3 A “\,A
€ r a—A E //A /A
E 21 ‘\ = 27 A/'/\A
L A
2, ‘\A/ r— S A
1 /A /
0 +—eo=——— r — ——y [ e S Enkde m e B
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
temps (h) temps (h)
——0=succinate  ==®==isovalérate === syccinate === isovalérate
n 0,4 T —O—butapol propanol n0,4 o= butanol propanol
formiate = lactate formiate
=03 - <03
> =
% g 02 .‘.\.
E 0,2 N . c Y /./ \.
= al = p——
201 7 0.1 L= 3
2| =t s, J g7
& @ -e X
00 LB e =2 » 00 i /°/ AR
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
temps (h) temps (h)

Figure 84 : Evolutions des concentrations de glucides et des productivités de métabolites majoritaires et minoritaires

des tests avec ensemencement avec des boues de STEP (BRM-STEP) (BRM-B) (respectivement a, b et c)

et du digestat de bourbes (respectivement d, e et f)
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On note une différence de débit de glucose (figure 84a et 8d) au niveau de I’effluent liquide du
module membranaire, potentiellement di a un ajout trop important de soude au début du test. La
consommation de glucose est totale de 101 h pour le test BRM-B, elle est fluctuante pour le test
BRM-STEP (hausse due a la coupure du bain thermostaté). Notons une reprise de la consommation de

glucose apres la remise en route du bain thermostaté.

Les métabolites majoritaires (figure 84c et 8e) sont le butyrate et I’acétate pour les deux tests.
Du lactate et de I’éthanol sont également produits en quantité non négligeable pour le test BRM-
STEP. On note également pour ce test, une variation des débits de métabolites liée a la coupure du
bain thermostaté. Les productions d’acétate et de butyrate sont croissantes pour le test BRM-B jusqu’a
101 h, elles atteignent un plateau dés 29 h pour le test BRM-STEP. Les maxima d’acétate sont de 2,5
et 2 mmol/L/h respectivement pour les tests BRM-B et BRM-STEP. Les maxima de butyrate sont de
4,4 mmol/L/h pour le test BRM-B et de 3,4 mmol/L/h pour le test BRM-STEP. Le maximum de
capacité est atteint plus rapidement pour le test BRM-STEP.

Sur les périodes de fonctionnement pseudo-stables (20-36h et 52-66h pour BRM-STEP et 48-
84 h pour BRM-B), les rapports B/A sont respectivement de 1,81 + 0,68 et de 1,44 + 0,08.

Les principaux métabolites minoritaires (figure 84 c et f) sont 1’isovalérate, le lactate, le
formiate, le propanol, le succinate pour les deux tests. Pour le test BRM-B, la production d’isovalérate
coincide avec celle d’acétate et de butyrate, de méme que la production de succinate, de lactate et de

formiate. Diverses voies secondaires sont activées.

3.3 Discussion

L’objectif de cette étude était de comparer les productions d’hydrogeéne et de métabolites dans
deux BRM mis en fonctionnement avec deux inocula différents, toutes autres conditions opératoires
identiques. A partir de glucose, les deux tests ont généré de 1’hydrogene, avec de meilleures
productivités (6,3 L/L/j, +12,5%), rendements en hydrogeéne (1,44 moly,/molyjycose, 723%) et rapport
molaire H,/CO, (1,3, +30%) avec un ensemencement a partir de digestat de fermentation des bourbes
et ce malgré une moins bonne consommation moyenne de substrat sur les périodes de fonctionnement
comparées (-15%). Cependant, la consommation totale de glucose a été atteinte pour le test BRM-B a
t = 96 h de fermentation, on peut donc supposer qu’il s’agisse du réel début de fonctionnement en
régime pseudo-stable, comme cela pouvait étre le cas pour le test BRM-EB, test d’ensemencement du

module membranaire avec du digestat de bourbes.

On observe une différence de cinétique de production d’hydrogene avec les deux inocula. En
effet, le temps de latence est supérieur pour le test BRM-B, mais cela est peut-étre di aux conditions
de pH initiales. Notons que le régime de fonctionnement pseudo-stable semble atteint tot pour le test
BRM-STEP, et plus tard pour le test BRM-B. On observe une différence de potentiel
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d’oxydoréduction a pH comparable, en régime de fonctionnement pseudo-stable. Les rapports B/A
différent, plus élevé avec les STEP, ainsi qu’une production de lactate et d’éthanol plus importantes.
Plus d’isovalérate est produit en BRM-B. Au vu de ces différentes, il semble que 1’optimum de TSH
et de DAS défini précédemment sur le BRM inoculé par les boues de STEP ne soit pas applicable a ce

nouveau consortium bactérien.

Ainsi, le test BRM-STEP est caractéris¢é par un temps de latence faible, un potentiel
d’oxydoréduction de -200 mV en moyenne, et est caractérisé par un métabolisme butyrate-acétate,
avec peu d’éthanol. Le test BRM-B est caractérisé par un temps de latence élevé, un potentiel

d’oxydoréduction de -400 mV en moyenne, et est caractérisé par un métabolisme butyrate-acétate.

Pour les deux tests, il a été observé la formation de granules bactériens dans le bas du module
membranaire. Ces granules sont similaires a ceux observés lors de tests plus longs, en réacteur UASB
(Jung et al., 2013). La forte concentration en bactéries autorise 1’application de charges volumiques
plus importantes et ainsi une réduction du volume et de la surface des réacteurs (Ning et al., 2013).
Ainsi, il pourrait étre pertinent de comparer la composition des communautés bactériennes de
granules se formant en BRM sur une durée de fonctionnement plus longue a partir de différents

ensemencements.

4 Fonctionnement du BRM avec différentes biomasses

L’objectif de cette partie est de déterminer si le module membranaire ensemencé avec du
digestat de bourbes vitivinicoles peut étre mis en ceuvre avec différentes biomasses. En effet, la
biomasse bourbes présente un excellent potentiel pour la production d’hydrogéne, mais n’est
disponible que de fagon saisonniére (aprés les vendanges). La possibilité de faire fonctionner le méme
bioréacteur, sans nouvel ensemencement, avec d’autres types de biomasses est donc une perspective a
explorer. La mise en ceuvre du BRM avec la biomasse marcs de raisin, autre biomasse vitivinicole,
sera donc testée, ainsi que la biomasse pellicules argentées. En effet, dans le chapitre IV, nous avons
observé que ces biomasses générent de bonnes performances de production d’hydrogéne par
fermentation obscure. En outre, la biomasse pellicules argentée peut étre conservée sur de longues
périodes a température ambiante, du fait de sa teneur en matiéres séches élevées (86%). Elle peut ainsi

étre mobilisée lorsque les biomasses saisonnieres ne sont pas disponibles.

De plus, cette étude vise a déterminer si les performances de production d’hydrogéne obtenues
en configuration semibatch peuvent étre retrouvées en configuration BRM. La signature métabolique
et microbiologique sera-t-elle comparable a celle obtenue en configuration semibatch pour les
biomasses marcs de raisin et pellicules argentées ? Ou bien est-ce que la signature du consortium

ayant permis d’ensemencer le BRM (digestat de fermentation des bourbes) prédominera ?

Comme les deux biomasses sélectionnées sont sous forme solide et que le bioréacteur

membranaire développé a échelle laboratoire ne permet que 1’utilisation des substrats liquides, les

230



Chapitre V- Mise en ceuvre du BRM L/G avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

biomasses marcs de raisin et pellicules argentées ont été préparées pour extraire un maximum de

substrats métabolisables dans une phase aqueuse.

Ainsi, les marcs de raisin 2016 ont été broyés (1kg de marcs) et mélangés avec de ’eau du
réseau de I’Eurométropole de Strasbourg. La préparation a été diluée (pour obtenir une concentration
en glucides solubles comparable a celle des bourbes. Les pellicules argentées ont simplement été
mélangées avec ’eau. Les extraits obtenus notés EMB pour ‘Extrait de Marcs de raisin Broyés’ et
EPA pour ‘Extrait de Pellicules Argentées’ ont été filtrés (1mm puis 40pum) pour retirer les particules
en suspension pouvant entrainer un colmatage du systéme. Les bourbes ont été préparées comme pour

le test précédent (dilution 1/25) et seront donc notées B.

Le BRM a été mis en ceuvre avec les substrats & un TSH de 8h et un DAS de 1,4 g/L/h. La
caractérisation des matic¢res des substrats sera présentée, suivie par les performances de production

d’hydrogene, 1’analyse du métabolisme et des communautés bactériennes de I’effluent.

4.1 Caractérisation des maticres des substrats : extrait de marcs broyes
(EMB), extrait de pellicules argentées (EPA) et bourbes (B)

La figure 85 présente la distribution des matieres séches (MS), des matieres volatiles (MV) et

des matiéres inorganiques (Mi) des biomasses EMB, EPA et B.
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Figure 85 : Analyse des matiéres séches (MS) (a), distribution des matiéres volatiles (MV) et des matiéres
inorganiques (Mi) (b) et DCO (c) de ’extrait de marcs broyés (EMB), de ’extrait de pellicules argentées (EPA)
et des bourbes diluées (B)

Les biomasses EMB, EPA et B présentent des teneurs en matiéres séches similaires, soit
environ 1%(w/v). Les répartitions des matiéres inorganiques et des matiéres volatiles sont également
proches (respectivement 18-23% et 77-82%). La DCO est similaire pour tous les échantillons (environ
15 gpco/L), ce qui permettra de se placer dans des conditions similaires d’alimentation en DCO du
BRM.
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La figure 86 présente la répartition élémentaire des cendres de biomasses EMB, EPA et B,

c’est-a-dire apreés minéralisation a 550°C.
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Figure 86 : Comparaison des répartitions des micronutriments majoritaires del’extrait de marcs broyés (EMB) (a),

de P’extrait de pellicules argentées (EPA) (b) et des bourbes diluées (B) (¢)

Les répartitions élémentaires de ’EMB (figure 86a) et de B (figure 86c¢) sont proches. Pour
toutes les biomasses, les éléments principaux sont le sodium (Na) et le soufre (S) : 69% des Mi de
I’extrait de marcs broyés (EMB), 82% des Mi de ’extrait de pellicules argentées (EPA), 75% des
bourbes (B) diluées. Le sodium est 1’élément majoritaire dans les biomasses vitivinicoles, suivi par le
soufre ; la tendance inverse est observée dans I’EPA. Les autres ¢léments présents sont le silicium
(Si), I’aluminium (Al) et le fer (Fe). Le cuivre (Cu) est présent en proportions plus importantes dans

I’EPA (3%). Du cobalt (Co) est présent uniquement dans les biomasses viticoles (4% dans I’EMB et

1% dans B).
10 000
E 1000
B
a4
)
£
c 100
S
2 M EPA
g EMB
s 10
U I I
1
Zn Autres
(<50)

Figure 87 : Principaux micronutriments de ’extrait de marcs broyés (EMB),
de Pextrait de pellicules argentées (EPA) et des bourbes diluées (B)
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Chapitre V- Mise en ceuvre du BRM L/G avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

La concentration en soufre la plus élevée est celle de I’EPA. L’ensemble des biomasses
contient des micronutriments essentiels pour la croissance bactérienne : Cu, Fe et Mn. Du fer est
présent en quantité similaires dans I’extrait de pellicules d’argent et dans les bourbes (206 et 236

mg/kg respectivement), un peu moins dans 1’extrait de marc broyé (66 mg/kg).

Les trois substrats présentent des quantités de matieres seches, volatiles et minérales ainsi
qu’'une DCO similaires. Notons également qu’elles contiennent toutes d’importantes
quantités de soufre ainsi que d’autres micronutriments (Mn, Fe, Cu) favorisant la
croissance bactérienne.

4.2 Analyse des gaz extraits

La figure 88 propose une comparaison de la production de gaz (hydrogeéne et dioxyde de
carbone) et le suivi du pH et du potentiel d’oxydoréduction. Rappelons que le bioréacteur
membranaire a ét¢ ensemencé par le digestat de fermentation des bourbes puis testé avec substrat
modele avant d’étre mis en ceuvre par ordre chronologique avec les biomasses bourbes diluées (test
BRM-B), extrait de pellicules argentées (test BRM-EPA) et extrait de marcs de raisin broyés (test
BRM-EMB).
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Figure 88 : Comparaison des productivités en hydrogéne et en CO, du BRM (a, b et ¢), ainsi que du suivi du pH et du

potentiel d’oxydoréduction (d, e et f) avec différentes substrats : bourbes diluées (BRM-B) (a et d), extrait de

pellicules argentées (BRM-EPA) (b et e) et extrait de marcs broyés (BRM-EMB) (c et f).

La meilleure productivité en hydrogéne en régime de fonctionnement pseudo-stable a été
atteinte avec le test BRM-B (3,0 mL/L/min). Le débit maximal de production du test BRM-EPA est
de 1,0 mL/L/min et celui du test BRM-EMB de 0,6 mL/L/min.

233

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Potentiel d'oxydoréduction (mV)



Chapitre V- Mise en ceuvre du BRM L/G avec des biomasses vitivinicoles et caféicole

On observe des différences concernant le rapport H,/CO,: en régime pseudo-stable, la
productivit¢ en CO, de I’échantillon BRM-EMB est prés de deux fois supérieure a celle de
I’hydrogéne, alors que pour le test BRM-EPA, les productivités en H, et en CO, sont proches la
productivité en hydrogene du test BRM-B est supérieure a celle du CO,.

Pour les tests BRM-EMB et BRM-EPA, le pH est resté compris entre 5 et 5,5. Le potentiel
d’oxydoréduction s’est stabilis¢ a -400 mV et -350 mV respectivement. Pour le test BRM-B, le pH,
initialement de 9, reste compris entre 4,5 et 6 par la suite. Le potentiel d’oxydoréduction est compris
entre -400 et -500 mV. Notons que pour le test BRM-B, une remontée du pH de 4,5 & 5,5, conjointe a
une baisse du potentiel d’oxydoréduction de -400 mV a -500 mV, a conduit a une remontée de la

production d’hydrogéne, de 1,5 a 3 mL/L/min, pour atteindre un plateau a 3 mL/L/min.

Le tableau 41 présente les performances de production d’hydrogéne de ces tests.

Tableau 41 : Comparaison des performances de production du BRM avec différentes substrats :

extrait de marc de raisin broyé, extrait de pellicules argentées de café, bourbes diluées.

Période DCOi P, Ry (mL/g)
Test de calcul (gnco/L/h) pH moyen (mL/L/h) (DCO ajoutée) H,/CO,
BRM-EMB 24-96 h 2,0 49-54 39,9+10,7 20,0 0,43
BRM-EPA 36-96 h 2,0 5,2 36,5+2,8 18,3 0,94
BRM-B 48-84 h 2,0 5.4 171,6 £ 15,7 85,8 1,33

Ainsi, les valeurs maximales de productivité, rendement DCO en hydrogéne (4,5 fois
supérieurs) et rapport molaire H,/CO, ont été obtenues pour le test BRM -B. Des productivités
proches ont été obtenues pour les tests BRM- EPA et BRM-EMB, mais avec un rapport molaire
H,/CO, plus élevé pour le test BRM-EPA. Pour tous les tests, le pH moyen est similaire (5,2-5,4) et il
est & noter que lorsque I’extrait de pellicules argentées a été utilisé comme substrat, aucun ajout de

NaOH n’a été nécessaire pour réguler le pH.

L’ensemble des substrats a permis de générer de I'hydrogéne en BRM ensemencé au
préalable avec un consortium correspondant au digestat de fermentation des bourbes.
Néanmoins, des rendements DCO plus faibles ont été observés pour les tests réalisés avec
les substrats EMB et EPA.

4.3  Analyse des métabolites

La figure 89 présente une comparaison des concentrations de glucides et des productions de
métabolites majoritaires et minoritaires des tests BRM- B (respectivement figure 89a, 14d et 14g),
BRM- EPA (respectivement figure 89b, 14e et 14h) et BRM- EMB (respectivement figure 89c¢, 14f et
141).
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Figure 89 : Evolution de la concentration en glucides et en tartrate et des productivités de métabolites majoritaires et
minoritaires des tests BRM-B (a, d et g), BRM- EPA (b, e et h) et BRM- B (¢, f et i)

Tout d’abord, on constate que les concentrations initiales en glucose et fructose sont
supérieures pour le test BRM-EMB, puis pour le test-BRM-B. La consommation en glucose et
fructose est totale dés t = 29h pour le test BRM-EPA, le plus faiblement chargé en sucres simples. Le
68h). Pour le
test BRM-EMB, la consommation de ces deux glucides est plus lente (t = 77h) et a lieu de facon

glucose est consommé en premier pour le test BRM-EMB (t = 44h) puis le fructose (t =

simultanée.

Tout comme pour la production d’hydrogéne, un régime permanent de production de
métabolites n’est pas atteint. L’éthanol est le métabolite majoritaire du test BRM-EMB (figure 89f).
Produit en début de test, sa production diminue, est quasiment nulle a t = 68 h et augmente a nouveau
a partir de t = 77 h. De ’acétate, du butyrate et du succinate sont également produits. Notons que la
baisse de concentration d’éthanol au cours du temps est conjointe a 1’augmentation des productions
d’acétate et de butyrate, mais aussi de succinate. De méme, I’augmentation de la production d’éthanol
(figure 89f) est conjointe a celle lactate en fin de test (figure 89i). De I’isovalérate est produit a partir

de 24 h; la production d’autres métabolites (butanol, citrate, propanol) reste trés minoritaire (< 0,2
mmol/L/h).
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Le butyrate est le métabolite majoritaire du test BRM- EPA (figure 89¢) suivi par le propionate
et I’acétate, dont la quantité est croissante. Du formiate est présent dans 1’effluent du BRM L/G dés
t = 0 h et sa concentration reste constante au cours du temps. Du valérate (figure 14h) est produit a t >
40 h (environ 0,4 mmol/L/h). Du lactate et du succinate (figure 89h) sont produits en faibles quantités
(< 0,2 mmol/L/h).

De I’acétate et du butyrate sont produits majoritairement, en proportions équivalentes, pour le
test BRM-B (figure 89d). De I’éthanol et du formiate (figure 89d) sont également produits, ainsi que
du lactate (figure 89g).

Malgré une consommation de glucides solubles beaucoup plus importante, le test a partir
de 'EMB ne génére que peu de métabolites associés a la production d’hydrogéne (acétate,
butyrate), potentiellement a cause de la présence d’inhibiteurs libérés dans le milieu
réactionnel suite au broyage. Les tests utilisant 'EPA et B génerent essentiellement ces
métabolites, avec un rapport B/A plus élevé pour le test BRM- EPA avec également pour ce
test une production de propionate.

4.4  Analyse microbiologique

Des échantillons de I’effluent du BRM alimenté avec différents substrats (BRM-EMB, BRM-
EPA) ont été prélevés. L’ADN des culots bactériens de ces échantillons a été extrait comme décrit
précédemment. L’ADN bactérien codant ’ARN 16S a été analysé par séquengage Illumina a haut
débit. Pour comparaison, I’échantillon du test BRM-EB t = 96 h a été ajouté a ces données. Le tableau

42 présente les indices de diversité et de richesses de ces échantillons.

Tableau 42 : Diversité et richesse des échantillons des tests BRM-B, BRM-EPA et BRM-EMB

analysés par séquengage

Nombre Indice Indice
Echantillon d’OTU de Simpson de Shannon Indice ACE
BRM-B, t =96h 63 0,20 1,87 67,6
BRM-EPA, t = 68h 74 0,55 1,17 75,7
BRM-EMB, t = 68h 48 0,54 1,00 49,7

Le nombre d’OTU est similaire pour les échantillons d’effluent des tests BRM-EPA et BRM-B,
il est plus faible pour le test BRM-EMB. Les indices de Simpson sont proches pour les tests BRM-
EMB et BRM -EPA, de méme que les indices de Shannon 1’indice de Simpson du test BRM-EB est
plus faible et son indice de Shannon est le plus élevé, ce qui signifie que la diversité bactérienne est
plus élevée dans cet échantillon, correspondant a I’effluent issu du test. L’ACE du test BRM-EMB est
le plus faible, ceux des tests BRM-EPA et BRM-B sont relativement comparables, ce qui signifie que

la richesse en espéces est la plus élevée dans ces échantillons.

La figure 90 présente la répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens

principaux.
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Figure 90 : Répartition des phyla (a), familles (b) et genres (c) bactériens principaux des échantillons de fermentation
du BRM ensemencé avec du digestat de fermentation de bourbes et alimenté avec les substrats EMB, EPA ou B -
Abondance > 2% pour au moins un échantillon

Les trois échantillons sont essentiellement composés des phyla Firmicutes et Proteobacteria
(figure 90a), avec une abondance cumulée des deux phyla de 99,4% pour les trois tests. Néanmoins,
les Proteobacteria sont majoritaires (72,3%) dans le test BRM-EMB alors que les Firmicutes

prédominent dans les tests BRM-EPA et BRM-B (98,5% et 90,5% respectivement).

Le phylum Proteobacteria est essentiellement composé de la famille des Enterobacteriaceae,
elle-méme représentée par le genre Enterobacter (figure 90b et figure 90c). Le phylum Firmicutes est
plus diversifié, avec une prédominance de la famille des Clostridiaceae. On remarque ainsi que,
d’autres familles du phylum Firmicutes sont fortement représentées pour les tests BRM-EMB (7,3%

de Leuconostocaceae, soit le genre Leuconostoc) et BRM-EB (35,5% de Sporolactobacillaceae, soit
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le genre Sporolactobacillus). Notons que Leuconostoc et Sporolactobacillus sont des bactéries non

productrices d’hydrogene.

Le tableau 43 présente les résultats d’identification obtenus pour les OTUs dont I’abondance est

supérieure a 1% pour au moins un des tests.

Le taxon Clostridium beijerinckii/diolis est présent dans tous les échantillons et de fagon tres
majoritaire dans [’échantillon du test BRM-EPA (73,6%), de méme qu’Enterobacter sp. qui est
majoritaire dans BRM-EMA (72,0%). Aucune OTU n’est présente de fagon aussi marquée pour
BRM-EB, pour lequel Sporolactobacillus laevolacticus (35,5%), Clostridium saccharobutylicum
(17,0%), Clostridium pasteurianum (13,2%) et Clostridium beijerinckii/diolis (12,1%) émergent.
Ainsi, le test BRM-EMA se démarque par la prévalence d’Enterobacter sp. dans le culot bactérien de
I’échantillon a t = 68 h, alors que les deux autres tests favorisent majoritairement la croissance de

différents taxa du genre Clostridium.
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Tableau 43 : Résultats obtenus par séquencage des échantillons des tests avec différentes biomasses - Abondance >1% pour au moins un échantillon - code couleur

Phylum Famille Genre Meilleure correspondance dans la base de données NCBI Homologie (%) n° ordre (9]63h) (1218)1?) ?61\8/113
Anaerobacter Anaerobacter polyendosporus 100 NR_026496.1 8,3
Clostridium intestinale 99 NR_029263.1 1,8
Clostridium pasteurianum 99 NR_104822.1 13,2
Clostridiaceae Clostridium saccharobutylicum 97 NR 122061.1
Clostridium
Clostridium (autoethanogenum/ljungdahlii) 100 /
Clostridium (beijerinckii/diolis) 99 /
Clostridium (carboxidivorans/drakei) 100
Firmicutes
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus (hirae/ratti/faecium/mundtii/durans) 100 /
Lactobacillaceae Lactobacillus Lactobacillus (wasatchensis/porcinae/camelliae ) 99 /
Leuconostocaceae Leuconostoc Leuconostoc pseudomesenteroides 99 NR_109004.1
Ruminococcaceae Ethanoligenens Ethanoligenens harbinense 98 NR _074333.1
Sporolactobacillaceae  Sporolactobacillus ~ Sporolactobacillus laevolacticus 99 NR _112769.1
Streptococacceae Lactococcus Lactococcus (taiwanensis/lactis) 100 /
Veillonellaceae Dialister Dialister (pneumosintes/succinatiphilus) 96 /
Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter Enterobacter -
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4.5 Discussion

Cette étude a validé la possibilité de faire fonctionner le BRM L/G avec différentes biomasses
pour la production d’hydrogéne par fermentation obscure. L’ensemencement avec une autre biomasse
que les bourbes et le fonctionnement avec différents substrats selon leurs disponibilités paraissent

envisageables, conférant une flexibilité avantageuse au procédé.

Le tableau 44 propose un résumé des performances de production des tests réalisées en BRM
L/G utilisant les biomasses bourbes, marcs de raisin ou pellicules argentées de café, des métabolites et
genres bactériens principaux ainsi qu’une comparaison avec ces mémes parametres générés par les
tests en bioréacteur semibatch. On observe que les biomasses utilisées ont généré des performances de
production variées.

Tableau 44 : Comparaison des performances de production en semibatch et BRM L/G

avec les biomasses bourbes, marcs de raisin et pellicules argentées de café

Puy Roco Distribution moyenne Genres majoritaires
Bioréacteur  Biomasse  (L/L/j) (mL/g) H,/CO; des métabolites du milieu réactionnel

acétate (33%), butyrate (31%), Clostridium (53%)

BRM bourbes 4,1+04 86+ 8 1,2 lactate (11%), éthanol (10%), Sporolactobacillus (35%)
formiate (8%), succinate (4%) Enterobacter (9%)
. butyrate (44%), acétate (36%), Clostridium (94%)
Semibatch  bourbes  1,9£0,5 28356 LOROL . tate (5%), éthanol (6%) Enterobacter (5%)
0,
extrait de éthanol (24%), acétate (24%), g’[’;i:flzagjr( 1(‘7‘3/)")
BRM marcs 0,9+0,3 20+5 0,43 succinate (14%), formiate (10%), Leuconolstoc (7%0)
A 0, 0,
broyés butyrate (8%), lactate (6%) Ethanoligenens (3%)
0,
éthanol (42%), acétate (29%), fé’l’;ifff;;’:’( l(gf/)")
Semibatch marcs 1,2+0,5 41+9 0,6 +0,1  butyrate (12%), succinate (12%), Lactococcus (3%;
propionate (3%) Lactobacillus (2%)
0, 1 0,
extrait de Zgégf;i I(i%’)ff;‘r’lfl’;?:‘(‘%g? %) Clostridium (85%)
BRM pellicules 1,0+0,1 18+1 1,33 , o K o o Lactococcus (8%)
. éthanol (3%), lactate (3%), : o
argentées . o Lactobacillus (4%)
succinate (3%)
. Enterococcus (54%)
0, 0,
Semibatch  Pellicules g5 64 20+2 0,7 40,0 Efiﬁfngz f’é)%tiuéﬁifoﬁg(ﬁ’%’,) Enterobacter (27%)
argentées ’ ’ ’ ’ ’ ’ Clostridium (7%)

0,
propanol (1%) Lactococcus (10%)

Le test réalis¢é avec des bourbes diluées (BRM-B) a généré la meilleure productivité en
hydrogéne et le rendement le plus élevé par rapport a la quantité initiale de DCO introduite. Ces
performances sont corrélables a un métabolisme globalement orienté vers la production d’hydrogéne
(acétate-butyrate et dans une moindre mesure acétate-éthanol et acétate-lactate), associé a la présence
probable de diverses espéces du genre Clostridium dans le module membranaire, selon les résultats de
séquencage de ’ADN codant I’ARN 16S du culot bactérien de I’effluent du test BRM-EB, réalisé
dans des conditions proches (cf- §2.4.2).
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Le test de production utilisant les marcs de raisin (BRM-EMB), malgré des teneurs en glucose
et en fructose de I’alimentation liquide proches de celles des bourbes, génére des productivités
moindres. Le profil métabolique et microbiologique est tres proche de celui généré en configuration
semibatch (tableau 44), avec une productivité moyenne générant principalement le couple de
métabolites éthanol-acétate et une majorité d’Enterobacter dans le milieu réactionnel. Le consortium
bactérien se développant au cours du test est donc sélectionné par la biomasse, prenant le pas sur le
consortium s’étant installé dans le module membranaire. Comme discuté précédemment (cf. § IV.3.4),
il semble ainsi que des composés présents dans les marcs de raisin, broyé€s ou non, soient libérés dans
le milieu liquide et aient une action inhibitrice sur la croissance de Clostridium, favorisant la
croissance d’Enterobacter. Les marcs de raisins sont riches en polyphénols (Beres et al., 2017),
substances pouvant inhiber Clostridium (Duda-Chodak et al., 2015).

Concernant le test réalisé a partir d’un extrait de pellicules argentées de café (BRM-EPA), des
performances de production prometteuses, équivalentes a 1’extrait de marcs broyés, ont été atteintes,
malgré une teneur en glucose et en fructose plus faible que pour les autres substrats. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que des glucides plus complexes sont solubilisés lors de 1’extraction et hydrolysés
au cours de la fermentation par des enzymes bactériennes extracellulaires. De plus, on note la
prévalence du genre Clostridium et d’un métabolisme butyrate-acétate-formiate bien orienté pour la
production d’hydrogéne. Contrairement aux tests en bioréacteur semibatch, le métabolisme du test
avec D’extrait de pellicules argentées génére dans le BRM L/G une quantité importante de butyrate, et
Clostridium beijerinckii/diolis est majoritaire, alors que dans la configuration semibatch, ’acétate était
majoritaire, associé la forte présence d’Enterococcus et Lactococcus. Nous avions supposé dans la
discussion du § IV.3.4 que la présence de ces espéces pourrait avoir un effet inhibiteur sur la
croissance de Clostridium. Lors de la mise en ceuvre en BRM L/G, il semble donc que la biomasse

EPA n’ait pas influencé le développement bactérien et se soit seulement comporté comme substrat.

Globalement, les rendements de production en hydrogeéne rapportés a la DCO sont plus faibles
en BRM qu’en bioréacteur semibatch. Il est possible que les productions de lactate, de succinate et de
formiate supérieures, ainsi que 1’absence de consommation du tartrate en BRM L/G (spécifiquement
pour les bourbes) contribuent a cet écart. En effet, leur consommation en bioréacteur semibatch permet
d’augmenter la production d’hydrogeéne. Pour le test avec les marcs de raisin, les métabolites qui
pourraient €tre ainsi consommés représentent 30% de la production en métabolites analysés contre
12% en bioréacteur semibatch. Pour le test en BRM avec les bourbes, une production plus faible de
butyrate, causée par la présence plus élevée de Sporolactobacillus qu’en bioréacteur semibatch, est un
facteur additionnel. Sporolactobacillus inhibe peut-étre partiellement la croissance de Clostridium.
Seuls les tests avec les pellicules argentées présentent des performances comparables en termes de

rendement DCO, ce qui est di a la sélection de Clostridium au détriment d’ Enterococcus.

Au regard des productivités en hydrogéne (productivité maximale en réacteur semibatch
comparée a la productivité moyenne en régime pseudo-stable en BRM L/G), excepté pour I’EMB, test

pour lequel on suppose une libération d’inhibiteurs liée au broyage de la biomasse, la mise en ceuvre
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en BRM est trés favorable. En effet, la mise en ceuvre dans le BRM L/G permet d’obtenir une

productivité doublée avec les bourbes et triplée avec les pellicules argentées.

Ainsi, cette étude montre que méme si 1’étape d’ensemencement est importante, le
fonctionnement du BRM L/G avec une biomasse réelle peut malgré tout favoriser le développement
d’un consortium bactérien endogene a la biomasse et adapté au substrat. Pour les biomasses induisant
un tel fonctionnement, il serait alors inutile d’ensemencer avec des souches pures ou en co-culture car
celles-ci seraient potentiellement a terme supplante par les consortia endogénes aux biomasses se
développant dans le milieu réactionnel. Pour d’autres biomasses se limitant a leur role de substrat, un

tel mode de fonctionnement pourrait étre envisageable.

5 Conclusion

La faisabilité de la production d’hydrogeéne dans le bioréacteur membranaire (BRM) avec une
extraction liquide/gaz (L/G) en mode continu, ou la biomasse (bourbes viticoles) agit comme inoculum
de bactéries productrices d’hydrogéne et substrat a été démontrée. Le fonctionnement du systéme sans
réensemencement bactérien avec cette méme biomasse et d’autres biomasses complexes (marcs de
raisin, pellicules argentées de café¢) a généré des performances de production comprises entre 0,9 et 4,1

L/Licactenr/], avec des rendements DCO compris entre 18 et 86 Ly, /kgpco.

Dans ce systeme, les performances de production de 1’inoculum issu du digestat de bourbes sont
légerement supérieures a celles d’un inoculum de boues de station de STEP lors du test de
fermentation d’une méme solution de glucose et de nutriments. Une piste d’amélioration pourrait ainsi
étre d’optimiser 1’ensemencement du module membranaire, en utilisant des bactéries trés productrices
d’hydrogéne. Néanmoins, I’intérét d’une telle manipulation ne sera préservé que si la biomasse
n’exerce pas une action de sélection de ses bactéries indigenes, au détriment de 1’inoculum du module
membranaire, ce qui fut le cas lors du test avec les pellicules argentées de café, au contraire du test

utilisant des marcs de raisin.
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Les travaux présentés dans cette thése reposent sur les solides bases de deux études
antérieures au laboratoire, ayant porté d’une part sur le développement d’un procédé continu en
bioréacteur membranaire (BRM) avec une extraction liquide/gaz (L/G), utilisant un substrat
mod¢le, et d’autre part sur 1’étude de la mise en ceuvre d’une fermentation obscure endogéne a
partir de biomasses vitivinicoles. L’objectif de nos travaux était d’approfondir ces deux approches
d’amélioration du procédé de fermentation obscure : les résultats associés ont été présentés dans
les chapitres III et IV. La finalité de notre étude était le couplage de ces deux notions : faire la
preuve de concept d’une fermentation endogeéne dans un BRM L/G a partir de biomasses, ce qui a

¢été réalisé avec succes et est présenté dans le chapitre V.

Les travaux du chapitre III ont montré la robustesse du procédé de production d’hydrogene
par fermentation obscure en BRM L/G. Jusqu’a 432 jours aprés le dernier ensemencement du
module membranaire avec des boues de STEP, dans des conditions similaires (TSH = 13-14h,
DAS = 0,8 g/L/h, Cyiim = 12 Zgucose/L), les performances de production d’hydrogéne ont été
conservées. Sans ensemencement, une baisse de la diversité des communautés bactériennes se
développant dans le module membranaire, au profit du développement de bactéries productrices
d’hydrogene (Clostridium, Enterobacter, Ethanoligenens) a été observée. La possibilité d’extraire
les gaz de fagon efficace sans gaz de balayage, en maintenant les performances de production
d’hydrogeéne, a été validée et constitue une amélioration notable du procédé. L’¢étude des
communautés bactériennes dans ces conditions montre qu’une majorité de Clostridium est
installée dans le module membranaire et tend a former des granules producteurs d’hydrogéne. Le
développement d’un biofilm a la surface des fibres creuses offre la possibilité de faire fonctionner
le BRM L/G sans ensemencement, et ce méme aprés 1’arrét de fonctionnement du bioréacteur
pendant de longues périodes, assurant une mise en ceuvre simplifiée présentant un intérét non
négligeable du procédé a 1’échelle industrielle ou sur une exploitation agricole. L’optimisation du
couple temps de sé¢jour hydraulique (TSH) et débit d’alimentation en substrat (DAS) a été
effectuée. Une gamme de TSH de 2-14h a été testée a DAS fixe (1,4 g/L/h). Une gamme de DAS
de 0,7 a 2 g/L/h a été testée a TSH fixe (8 h). Il s’avére que la combinaison du TSH et du DAS,
soit la concentration en glucose, est le paramétre ayant le plus d’impact sur les performances de
production du BRM. Un optimum de rendement et de productivité en hydrogene a été obtenu a
une concentration en glucose proche de 12-14 g/L en consommant 80% du substrat. De plus, avec
cette concentration en substrat, 4 taxa qui semblent efficaces pour la production d’hydrogéne sont
sélectionnés:  Clostridium pasteurianum, Clostridium  beijerinckii/diolis, Ethanoligenens

harbinense et Enterobacter sp.
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L’étude du chapitre IV a permis de rassembler un panel varié de coproduits issus de
différentes filiéres de production (vitiviniculture, brasserie, malterie, torréfaction de café vert) et
de démontrer que la production d’hydrogene par fermentation obscure endogéne peut s’appliquer
a des biomasses diverses en termes de structure et de composition. Des productions en hydrogene
comprises entre (0,7 et 55 Ly,/Kgpiomasse) ONt été obtenues. Méme si les meilleures productions
(56,7 = 8, Ly,/Kgpiomasse) SONt de loin obtenues pour la biomasse la plus riche en monomeres
glucidiques solubles (bourbes viticoles), il est possible d’obtenir des productions moyennes
d’hydrogene (15-24 Ly,/kgpiomasse) par fermentation endogéne a partir de biomasses dont la
teneur en glucides solubles est plus faible (dreches de microbrasserie, pellicules argentées
de café, raisin « moisi », marcs de raisin). Pour ces derniéres, et pour les biomasses ayant
généré des productions en hydrogene plus faibles, une saccharification préalable
permettrait d’exploiter au mieux leur potentiel de production. Une étude approfondie des
dynamiques de production d’hydrogene et de métabolites et de la microbiologie du milieu
réactionnel de tests de biomasses diverses en termes de natures et de composition et ayant
des performances de production d’hydrogene variées a été présentée. Cette étude a montré
qu'il y a plusieurs étapes dans la production d’hydrogene en bioréacteur semibatch, ce qui
est cohérent avec des résultats récents rapportés dans la littérature. Il semblerait que des
phénomeénes d’inhibition du développement du genre Clostridium aient lieu pour les tests
avec certaines biomasses, explicable par plusieurs hypothéses : inhibition par la teneur en
polyphénols des biomasses ou par des bactéries lactiques (Enterococcus, Lactococcus). Dans
deux études plus exploratoires, les effets de prétraitements physiques et enzymatiques sur
deux biomasses ont été testés. Peu d’améliorations du potentiel de production de marcs de
raisins ont été obtenus. La production et la mise en ceuvre d’un cocktail enzymatique substrat
spécifique des radicelles d’orge a été testée sur cette méme biomasse, générant une légere
augmentation de la production en hydrogéne (+26%, soit 0,64 Ly,/Kgpiomasse), Sans optimisation des
conditions de production du cocktail enzymatique ni des conditions de mise en ceuvre du
prétraitement, qui sont des perspectives de ces travaux, pour des biomasses riches en glucides
complexes. Un autre mode de mise en ceuvre de la biomasse ainsi saccharifiée serait 1’utilisation

en tant que substrat dans le BRM L/G, en mode de fonctionnement continu.

Enfin, lors des travaux du chapitre V, I’ensemencement du BRM L/G avec du digestat issu
de la fermentation des bourbes a eu lieu avec succes, ainsi que son fonctionnement sans
réensemencement avec cette méme biomasse. Ce test a montré pour la premiére fois la faisabilité
de la production d’hydrogéne en BRM L/G en mode de fonctionnement continu a partir d’une
biomasse remplissant a la fois le réle d’inoculum et de substrat. Nous avons également observé
que la diminution du TSH a favoris¢ une répartition plus homogéne des communautés
bactériennes sur toute la hauteur du module membranaire, améliorant 1’exploitation de sa capacité
volumique. De plus, 1’étude a montré que son fonctionnement est possible a partir de deux autres

biomasses (extrait de marcs de raisin, extrait de pellicules argentées de caf¢). De fagon
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intéressante, il est a souligner 1’absence d’ajout de soude pour le test utilisant les pellicules
argentées de café. De bonnes performances ont été obtenues a partir des bourbes (4,1 Ly,/L/j, 86,8
mLy,/gpco). Les performances de cet inoculum, en comparaison avec un inoculum de boues de
station de STEP, sont légeérement supérieures. Une piste d’amélioration pourrait étre d’optimiser
I’ensemencement du module membranaire en utilisant des bactéries trés productrices
d’hydrogene, mais seule la mise en ceuvre expérimentale pourra dire si le consortium endogéne au
module membranaire émerge, comme ce fut le cas pour le test avec les bourbes et les pellicules
argentées, ou si la biomasse a une action de sélection des bactéries émergentes, comme ce fut le

cas pour les marcs de raisin.
Les perspectives de ce travail portent sur plusieurs points.

Une série d’améliorations technologiques du fonctionnement en BRM L/G sont encore a
envisager. Le mode d’ensemencement du module membranaire peut encore &tre simplifié, soit en
faisant fonctionner le BRM L/G en mode batch jusqu’a la mise en route de la production
d’hydrogeéne, soit en [D’alimentant directement en mode continu avec une biomasse.
L’augmentation de la surface occupée par les fibres creuses permettrait une meilleure extraction
des gaz produits et une stabilisation accrue des bactéries. L’ajout de base séparée de
I’alimentation en substrat et située a différentes hauteurs du module membranaire permettrait une
meilleure homogénéisation du milieu dans le module. Notons que le fonctionnement du
bioréacteur sans ajout de base pourrait étre testé, de méme que I’application de différentes
températures ou I’absence de chauffage, pour évaluer I’apport du chauffage du module

membranaire.

L’étude approfondie des performances de production d’hydrogéne et de I’évolution des
communautés bactériennes dans le module membranaire sur une période de temps plus longue
apportera des informations précieuses, permettant de diminuer les opérations de réglage a
effectuer sur le module membranaire tout en conservant une production maximale. Cette étude

sera permise en automatisant la régulation du pH de I’effluent du module membranaire.

La compréhension des interactions bactériennes, trophiques et d’inhibition, lors du
processus de fermentation obscure pourra étre affinée, grace a I’utilisation des techniques de

biologie moléculaire tendant a étre démocratisées ces derniéres années.

Le mode de saccharification des biomasses lignocellulosiques, utilisant des cocktails
enzymatiques substrat-spécifique, reste a explorer. La simplification, 1’optimisation et 1’étude de
la mise en ceuvre de cette technique pour la production de substrat pour le BRM L/G permettrait
de maximiser 1’exploitation de biomasses complexes avec des procédés biologiques ayant un

faible impact environnemental.

Enfin, une montée en échelle du BRM L/G utilisant des biomasses saccharifiées semble
étre une étape incontournable du transfert de cette technologie de production d’hydrogéne vert a

I’industrie.
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Intensification du procédé de production
d’hydrogene par fermentation obscure en
bioréacteur membranaire :

valorisation énergétique de biomasses

Résumeé

Cette étude porte sur l'intensification de la production d’hydrogéne par fermentation obscure en bioréacteur
membranaire liquide/gaz (BRM L/G) a fibres creuses et la valorisation de coproduits agricoles et
agroalimentaires. A partir d’'une solution modele, sans réensemencement bactérien, des productions
d’hydrogéne stables (2,620,2 Ly./Lreacteu/j €1 1,0£0,1 moly./molgiucose) ONt €t€ obtenues pendant plus d’un an,
en favorisant 'émergence répétée de bactéries productrices d’hydrogéne (Clostridium, Enterobacter), ayant
colonisé le module membranaire. L’extraction efficace de I’hydrogéne via la lumiére des fibres creuses a été
montrée et un optimum de concentration en glucides a été atteint (14 g/L). En bioréacteur semibatch, des
biomasses variées ont généré par fermentation endogéne (0,7-55 Ly./KQbiomasse), Caractérisées par une
identité métabolique et microbiologique et parfois 'inhibition de bactéries productrices d’hydrogéne. Enfin, la
mise en ceuvre de la fermentation obscure endogéne en BRM L/G utilisant des biomasses diversifiées a été
démontrée, avec des performances de production élevées (4,1 Ly./L/j, 86,8 mLy,/gpco).

Mots-clés : bioproduction, fermentation obscure, hydrogéne, bioréacteur membranaire, endogéne, biomasse

Abstract

This work focuses on the intensification of hydrogen production by dark fermentation in a liquid/gas hollow
fiber membrane bioreactor (MBR L/G) and the valorization of coproducts from the agriculture and the food
industry. Using a model substrate, without bacterial reseeding, stable hydrogen productions (2.6+0,2
Liz/Lreactor/d €t 1.0£0.1 moly/molgucse) Were achieved during more than a year, selecting repeatedly
hydrogen producing bacteria (Clostridium, Enterobacter), which have colonized the membrane module. The
efficient extraction of hydrogen via the hollow fiber lumen was performed and an optimum of the
concentration of sugars in the MBR was achieved (14 g/L). In a semibatch bioreactor, hydrogen production
from various biomasses (0.7 and 55 Lp./KQuiomass) Was possible and was characterized by a metabolic and
microbiologic identity and, for some of the tests, the inhibition of hydrogen producing bacteria. Finally, the
endogenous dark fermentation in the MBR L/G, using biomasses, was implemented, with high hydrogen
production (4,1 Ly./L/d, 86,8 mLy./gpco)-

Key words: bioproduction, dark fermentation, hydrogen, membrane bioreactor, endogeneous, biomass




