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Chapitre I. BBLIOGRAPHIE

1. Du concept de bioraffinerie a la valorisation de ldiomasse en biohydrogéne
1.1. Introduction

Face a I'accroissement démographique mondial duiatesiécle, le déséquilibre entre le marché et la
demande énergétique s’est creusé (INED, 2008 ; IE®L0). Les répercussions économiques,
énergétiques et environnementales de la surexjpboitales énergies fossiles qui en résultent sont
majeures (Barnharet al, 2006). Elles aboutissent non seulement a un émaist des ressources en
hydrocarbures mais également a un changement gldbalclimat associé aux émissions
anthropogéniques de gaz a effet de serre, en yatide dioxyde de carbone (GO En effet, ce
dernier a quasiment doublé entre 1970 et 2010 pedsal5 a 32 gigatonnes d’équivalent,@&mis
mondialement et annuellement par les activités Im#sa(Intergovernmental Pannel on Climate
Change 2014). Une des clés pour sortir de cetse é@tonomique, énergétique et environnementale,
est de développer des bioraffineries qui permettantés a une production combinée de produits
valorisables par les industries agro-alimentaiteshemiques, de carburants et d’énergie, a padir d
biomasses. Le concept de ‘bioraffinerie’ ne setbnpias a valoriser la biomasse pour la productén d
différents produits a haute valeur ajoutée, mdis ehglobe la valorisation de chaque sous-produit,
intermédiaire, extrait de la biomasse brute owpitolors du procédé de transformation de cette
biomasse. Ainsi, la biomasse peut étre principahtmalorisée sous forme d’énergie, de carburants et
également de produits chimiques. On parlera alas«dioénergie », « biocarburants » et de
« bioproduits ». La biomasse est une ressourceifigealde carbone-neutre, c'est-a-dire que la
production pendant sa valorisation s’équilibre aliexorporation de C@par la plante lors de sa
croissance. Ainsi, les biomolécules produites smngénéral plus « propres » que celles produites a
partir de ressources fossiles. Strassbeegel. (2014) ont démontré que pour que les procédés des
bioraffineries soient économiquement faisablesagbane-neutres, il était nécessaire que ces unités
soient de petites tailles et flexibles pour surreories problémes liés au transport des biomasses

utilisées mais aussi celui des bioproduits, biogieegt biocarburants générés.

La biomasse est définie comme étant 'ensemblentig®res organiques présentes dans la nature,
gu’elle soit sous forme de plante, tout ou padeis forme de déchet végétal ou animal ou qu'elte s
microbienne. Les principaux éléments constituantblamasse sont le carbone, I'hydrogene,
I'oxygéne, l'azote, le phosphore et le soufre (CHEB) Les principales sources de biomasses sont
non seulement issues de I'agriculture, de la syltice et de I'algoculture, mais aussi issues dgts

des collectivités et des industries. Une clasdificades biomasses peut étre effectuée en fondgon
leur composition biochimique, de leur nature ettyphe de biocarburant produit a partir de celles-ci.
Ainsi, la biomasse de premiere génération (1G)éwprte la biomasse composée de sucres simples
comme le glucose, de polysaccharides tels que dehaeose ou I'amidon et/ou de lipides qui

constituent les réserves métaboliques de la pl&aami les plantes 1G, on retrouve la betterave, la
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canne a sucre, mais également la pomme de tesrgtdmes de colza, ... L'augmentation des prix de
ces denrées alimentaires liée a la concurrencectdirde l'industrie agro-alimentaire et de la
production de carburants a partir de biomasse 1€y pour conséquence de s'intéresser a d'autres
biomasses. La biomasse de deuxieme génération I2Bpmasse lignocellulosique, a fait I'objet de
nombreuses études sur I'extraction des sucressphysles, a partir de cellulose, d’hémicelluloseet
lignine, pour la production de composés a hautewadjoutée. En effet, la lignocellulose représente
environ 70 % de la biomasse totale de la planteoestitue les parois cellulaires des végétaux. La
lignocellulose contient des microfibrilles de céke, d’hémicellulose et de lignine. Les microfiles

de cellulose sont les composants les plus facileregtractibles car celles-ci ne sont liées a la
structure que par des liaisons faibles (hydrogeb&gémicellulose, servant de connexion entre la
lignine et la cellulose, confére une rigidité destaucture globale plus importante. C'est d’ailkeur
cette caractéristique qui permet a la plante detetsh des stress biotiques et abiotiques sulbidge
I'évolution. Il est donc nécessaire de prétraitbygiqguement, chimiquement ou biologiquement la
biomasse afin d’en extraire des composés plus ssnflamm & Kamm, 2004). Les plantes qui ne
sont pas cultivées sur des terres arables telledegmiscanthus, et les résidus issus de l'agticalt
tels que les bagasses de canne a sucre, ne cowemrelonc pas la filiere alimentaire et I'indusstri
agroalimentaire et font partie des biomasses 2@n Ha biomasse algale représente la biomasse de
troisieme génération (3G). Les déchets et sousditodssus des municipalités (boues de station
d’épuration), des industries (papetiéres, agroaltares, ...), agricoles (lisiers,...) sont des
biomasses non prises en compte dans les précédgmeésations. Il serait alors judicieux de les
regrouper sous le terme de biomasse W& génération (4G). L'utilisation de I'ensemble desce

biomasses refléte le concept de bioraffinerie (Bgl).

Sucres ————> Betterave a sucre, mais,
(simples, complexes) pomme de terre, 1G Bio-diesel

— > Graines de colza

Génération

Lipides

Bio-éthanol

Lignocellulose Bagasse de canne a sucre

Génération

o

Sous-produits

Miscanthus . ,
Bio-méthane
5
89 Algues — > Micro-algues 3G B|o-hydrogene
Produits
T ,Q é . Municipales (boues de STEP) biosourcés
el ] el Déchets i . ;
s S i Industrielles (alimentaires,...)
@
©

Agricoles (lisiers,...)

Figure 1 : Compositions des biomasses de diffésegémérations.

En effet, I'approche de production en bioraffines@nsiste a générer a partir de la biomasse differe
produits par le biais de différentes technologmsltinées (Fitzpatrickt al, 2010). La conversion de
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la biomasse en électricité, en carburants, ou eadus chimiques, nécessite des prétraitements
préalables de la biomasse brute (Kamm & Kamm, 200#bhiomasse végétale est composée environ
de 75 % de sucres comprenant le glucose, la celul@midon, de 20 % de lignine et d’environ 5 %
d’autres composés tels que les protéines, leselpid.. Une attention particuliére doit donc étre
attribuée aux sucres. Les polysaccharides nécaatssite prétraitement afin d’étre décomposés en
sucres simples, en hexoses et/ou en pentoses. ucessssimples sont les substances clés qui
permettent d’accéder a de nombreux produits biagsyiqui sont des intermédiaires clés utilisés pour
'industrie. Parmi ceux-ci, I'hydrogene est un mmédiaire utilisé majoritairement dans I'industrie
pétrochimique. Méme, si I'hydrogene n’'a pas étésdadans le top 10 des produits biosourcés, delui-c
n'en est pas moins intéressant. En effet, en 2@0Bste établie par le Pacific Northwest National
Laboratory et National Renewable Energy Laborataycluait I'hydrogéene par le fait que la
production d’hydrogéne a partir du gaz natureltéabnomiquement la voie la plus compétitive.
Toutefois, la crise économique, énergétique etrenmementale que nous traversons a stimulé le dé-
veloppement des énergies renouvelables quelledapusmient. L'Union Européenne s’est notamment
engagée sur l'atteinte, par chaque état membia, &'i2020, du quadruple objectif suivant : (1)
diminuer de 20 % la consommation d’énergie en awsdii I'efficacité énergétique, (2) augmenter de
20 % la production des énergies renouvelablesa@menter de 10 % la part des biocarburants dans
le transport et (4) diminuer de 20 % les émissimgaz a effet de serre. Ainsi, méme si au déesirt |
colts de production des énergies renouvelablestt da biomasses sont élevés, il n’en reste pas
moins que l'investissement dans la recherche déleloppement de ces technologies puisse aboutir
industriellement a plus ou moins moyen terme. Aitieiydrogene produit a partir de la biomasse,

connait depuis une dizaine d’années, un regaimnédén

1.2. Production d’hydrogéne par voies conventionnelles

La production mondiale d’hydrogéne en 2013 a éfiénése a plus de 50 millions de tonnes/an (DOE,
2013). L’hydrogéne est majoritairement utilisé densynthése de 'ammoniac et du méthanol, ainsi
que dans le raffinage du pétrole. Bien qu’il sbibiadant a I'état naturel, 'hnydrogéne doit étressea
forme moléculaire, association deux atomeg),(pour étre énergétiquement disponible, ce qustn’e
pas le cas dans la nature. A I'heure actuelle, 98e2d’hydrogéne mondial est produit, & partir
d’énergies fossiles, que ce soit & partir de gaarela(49 %), de charbon (18 %) ou d’hydrocarbures
liquides (29 %). Les 4 % restants représentery pidduit a partir de I'électrolyse (Boyer, 2012a L

figure 2 résume les différentes voies de productidtydrogéne a partir des ressources fossiles,

nucléaires et renouvelables.
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Figure 2 : Différentes voies de production d’hydéog a partir de ressources fossiles, nucléairgsmauvelables.

Outre les voies conventionnelles utilisant lesoasses fossiles, I’hydrogéne peut étre produitrdirpa

de biomasses par des procédés thermochimiquedy®grgazeéification, liquéfaction hydrothermale,
combustion) ou des procédés biochimiques (biopystoldirecte/indirecte, photo-fermentation,
fermentation obscure, estérification, digestionéaohbie). Hormis le procédé de gazéification, seules
les techniques de photo-fermentation, de biophséotie I'eau et de fermentation obscure permettent
de produire directement de I'hydrogene a partibidenasses sans passer par une étape de reformage,
étape catalytique a haute température (Muradov &rgglu, 2008). Les deux premiéres techniques
sont des procédés dépendants de la lumiere alera@lerniere en est indépendante.

1.3. Production d’hydrogéne par voies biochimiques

Comme énoncé précédemment, I’hydrogene est noarsent un vecteur énergétique du futur, mais il
est également trés convoité chez les micro-orgassar il représente également pour eux une source
d’énergie. C'est pourquoi, il n'existe qu'a l'étale traces dans I'atmosphere, puisqu’aprés sa
formation géologique, il est rapidement consomnrélgmcommunautés microbiennes environnantes.
Les procédés de production d’hydrogéne par lessvbiechimiques sont fondés sur I'hydrogénase,
biocatalyseur permettant la formation d’hydrogéngadtir de protons selon la réaction suivante
(équation 1) :

2H* +2e~ & H, (1)
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Cette réaction est réversible et son sens dépemubtiuntiel rédox des éléments qui sont capables
d’interagir avec I'hydrogénase (Vignas al, 2001). En présence d’'un accepteur d’électronseifs

de la réaction se déplacera vers la consommatidinytirogéne alors qu’en présence d’'un donneur
d’électrons de faible potentiel, la production dihygéne sera favorisée. Afin de comprendre la
maniére dont les micro-organismes meétabolisentdfbgéne, il est nécessaire de présenter la

structure, la classification et les différentesppiétés des hydrogénases.

1.3.1 Les hydrogénases, enzymes clés dans la formatigdrdgene

Les hydrogénases peuvent étre classées en trégodats principales : les hydrogénases [Fe-Fe], les
hydrogénases [Ni-Fe] et les hydrogénases [Fe], urfeade ces classes étant caractérisée par une

fonction distinctive (Vignai®t al, 2007).

Les hydrogénases [Ni-Fe] sont des métalloenzymesddimeres composées d’au moins deux sous-
unités : la sous-unité contient le site actif bimétallique nickel-fetps que la sous-unit@ contient

les clusters Fe-S qui permettent de transféreéllestrons entre le site actif et le site de liaises
accepteurs/donneurs d'électrons. Elles se déclieermjuatre groupes distincts ayant des sous-unités
différentes associées a des fonctions différehies hydrogénases [Ni-Fe] fonctionnent dans les deux
sens de réaction, mais elles consomment en géhiéydrogene. Une autre particularité de ces
enzymes est d'étre plus tolérante a la présenceQet d'Q, contrairement aux hydrogénases [Fe-
Fe]. Elles sont présentes chez les bactéries atrmoént le phyluniProteobacteriales archées et les

cyanobactéries.

Les hydrogénases [Fe-Fe] sont des métalloenzymgmeguent étre monomeres, dimeres, trimeres ou
tétrameres. Les plus nombreuses connues sont tkeg@dnases [Fe-Fe] monomériques composées
d’'une unité catalytique constituée du centre hiidele [Fe-Fe] lié a un cluster [4Fe-4S] par un pont
cystéine. Contrairement aux hydrogénases [Ni-Fe3, Hydrogénases [Fe-Fe] sont sensibles a la
présence d'@ et de CO et sont généralement impliquées dansrdduption d’hydrogéne. Les
Clostridialespossedent de nombreuses hydrogénases [Fe-Fé}ediiés leur permettant de s’adapter
rapidement a un changement d’environnement (Calkaet al, 2010). Ces enzymes sont présentes

chez les bactéries mais également chez les euearyot

Les hydrogénases [Fe] sont des métalloenzymesraitan seul atome de fer au niveau du site actif.
Ces enzymes catalysent la consommation irréversidl€nydrogéne. Elles sont présentes chez les

archées.

Un dernier type d’enzymes, qui ne fait pas parés #ydrogénases, mais qui intervient dans la
production biologique d’hydrogene, est les nitraagas. Ce sont des métalloenzymes qui peuvent étre

constituées de molybdene, de vanadium ou de fag au niveau du site actif. Elles peuvent produire
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de I'hydrogéne en I'absence de substrats azotéseeaomportant comme des hydrogénases ATP-
dépendantes ou bien catalyser la réaction de Eagotammoniac, en présence d’azote. La réduction
des protons en hydrogéne n’étant pas leur fongiiorcipale, les rendements en hydrogéne obtenus
par les nitrogénases sont inférieurs a ceux obtpasdes hydrogénases (Hallenbeck & Benneman,

2002). Elles sont présentes chez les bactéries erthées

1.3.2 La biophotolyse de I'eau

La biophotolyse directe est réalisée par les alyeees et les cyanobactéries. Ces organismes sont
dits phototrophes oxygéniques car ils utiliseriitaiére comme source d’énergie gu’ils convertissent
en énergie chimique, en produisant de I'oxygéndeethydrogéne a partir d’'eau (équation 2). Ces
organismes phototrophes possédent des pigmenthl@ieophylle) situés au niveau des membranes
photosynthétiques, qui se composent de deux plsitoags (PSI et PSIl) dont la fonction est
d’absorber la lumiére a de plus ou moins grandegueurs d’ondes. Ainsi, les photons absorbés via
les antennes de la chlorophylle excitent les centéactionnels des PSIlI et PSI. PSIl étant tres
électropositif, il va transférer les électrons pitsl par le clivage de I'eau en oxygéne et en m®to
vers une succession de molécules avant d'atteilr@Sl, qui, grace a la chaine de transport

électronique, réduit a son tour la ferrédoxing.gfdjui est un accepteur d’électron.

énergie lumineuse

2H,0 2H, + 0, )

La fdeq €St ensuite réoxydée soit par les hydrogénaseBdlehez les algues et les nitrogénases chez
les cyanobactéries, soit grace a la ferrédoxine-RARydo-réductase avec la réduction du NABR
NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotidephosphat€® dernier étant alors réoxydé via les
hydrogénases [Ni-Fe] chez les cyanobactéries. Eall@ia, le transport d’électrons allant du PSlisve

le PSI, génére une force protons motrice qui pemheeproduire de I'énergie chimique sous forme
d’ATP (Adénosine triphosphate). Lorsqu’il n'est pesoxydé par les hydrogénases [Ni-Fe], le
NADPH est utilisé avec consommation d’'un ATP padxelfle CQ pour la formation des sucres sous

formes de glycogene ou d’amidon pour le stockage dellule.

L’avantage de ce procédé réside dans le fait quke $eau est nécessaire en tant que substrat en
présence d’énergie photonique. De plus, aucun geffed de serre n’est produit. En revanche, les
productivités restent faibles : de 0,12 a 11,7 nf./0,005 a 0,49 mmol/L/h) (Brentnet al.,2010),
notamment & cause de p@roduit qui est un inhibiteur irréversible de tiaié catalytique des

hydrogénases [Fe-Fe] et des nitrogénases (Mahish 2008).

1.3.3 La biophotolyse indirecte de I'eau

La biophotolyse indirecte differe de la biophot@ydirecte par le fait que la production d’hydrogene
est séparée de la photosynthése, temporellememnt gaéix cycles diurne/nocturne chez les

cyanobactéries ne possédant pas d’hétérocystesgtatialement grace aux hétérocystes que certaines

8
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cyanobactéries possedent (Tureeral, 2008). En I'absence de lumiére, le PSIl est inhi® gui
provoque I'arrét de la production i a cellule convertit ensuite les sucres stockéalpblement en

hydrogene par fermentation. Les réactions glotsdesles suivantes (équations 3 et 4) :

énergie lumineuse

6H,0 + 6CO0, CoHy20¢ + 60, 3)
CoHy20¢ + 6H,0 — 12H, + 6CO0, (4)

Certaines cyanobactéries possedent des cellulegtatiégs capables de se différencier en
hétérocystes, cellules a parois épaisses dépoudeuP$Sll qui sont interconnectées avec des cellules
végeétatives. C'est dans ces cellules spécifiquesl’qaote est fixé par la nitrogénase qui prodeit d
I'hnydrogéne (équation 5), de I'ammoniac, de I'ADPdel phosphate inorganique (Pi) et de maniere
encore plus importante en absence d’azote dangi¢eiiféquation 6).

N, +8e™ 4+ 8H* + 16ATP — H, + 2NH; + 16ADP + 16P; (5)

8e™ + 8H* + 16ATP — 4H, + 16ADP + 16P; (6)

Les productivités en hydrogéne obtenues par biopyse indirecte sont plus élevées que celles
obtenues par biophotolyse directe. En effet, edtad comprises entre 4,4 et 13,8 mL/L/h (0,18 & 0,5
mmol/L/h) (Brentneet al, 2010).

1.3.4 La photo-fermentation

La photo-fermentation consiste a utiliser des sabstorganiques tels que le glucose ou les acides
organiques a chaines courtes, comme source deneadmoprésence d’énergie lumineuse. C'est le cas
des bactéries pourpres non soufrées, qui, ne poEs@ds de PSII, ne peuvent pas cliver I'eau et
produire de I'Q. En conditions anaérobies, les bactéries photodetaires réduisent les acides
organiques en produisant des électrons, des pretoths CQ. Les protons sont pompés a travers la
membrane permettant de former un gradient ce diliealATPase et génére de I'ATP. Celui-ci est
utilisé pour le transport d'électrons vers la fdméne et permet la réoxydation de la ferrédoxine
réduite, par la nitrogénase en produisant de I'tgéine. La réaction globale est la suivante (équatio
7):

énergie lumineuse (y

CeH, 0, + (2x — 2)H,0 Y+ 2x = z) Hy + xCO, ©)

L’avantage de ce procédeé est l'utilisation de décbeganiques pour produire de I'hydrogene (et du
CO,) sans co-produits. Les productivités en hydrogelstenues vont de 1,66 a 38,2 mL/L/h (0,07 a
1,59 mmol/L/h) (Brentneet al, 2010).

L'inconvénient majeur des photo-bioprocédés (biaplyse directe/indirecte et photo-fermentation)
est le rendement de conversion de I'énergie lunsi@aqui est faible jusqu'a 6,2 % (Brentratral,

2010). C’est pourquoi, la conception du bioréactsircolteuse car elle doit permettre I'optimigatio
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de ce rendement de conversion de I'énergie lumeeansoffrant un grand rapport surface sur volume

de réacteur exposé a la lumiere.

1.3.5 La fermentation obscure

La fermentation obscure consiste en la conversardps micro-organismes anaérobies des matieres
métabolisables, principalement les sucres selox geuncipales voies : « la voie butyrate » et «la
voie acétate », en produisant des acides organidaddd, et CQ en I'absence d’énergie photonique
(équations 8 et 9).

CeHy1,06 + 2H,0 — 2CH3;COOH + 2C0, + 4H, (8)

C¢H,,05 = CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, 9

Les productivités en hydrogéne sont comprises eésfiret 541 mL/L/h (2,33 et 22,49 mmol/L/h)
(Brentneret al, 2010). L’avantage de ce bioprocédé est I'absedeceécessité d’énergie lumineuse et
la possibilité d'utiliser des déchets comme subsétades cultures mixtes comme consortium

microbien.

1.3.6 Comparaison des procédés biologiques de productioydrogene

Chaque procédé décrit ci-dessus présente des geantt des inconvénients. Le procédé de
biophotolyse de I'eau présente l'avantage de poutra@insformer de I'eau en produits simples,
hydrogéne et oxygene, via I'utilisation de I'énergihotonique. Ce procédé ne nécessite pas une eau
trés pure et peut étre remplacée par des eaux askdsles teneurs en matiéres en suspension. Ce
procédé présente toutefois, des rendements etidssas de production en hydrogene faibles. De

plus, lorsque la biophotolyse est directe, I'oxyg@noduit a partir de I'eau inhibe les hydrogénases

Tout comme la biophotolyse, le procédé de photavdatation dépend de I'énergie photonique pour la
production d’hydrogene. Ainsi, ces photo-bioprocedeecessitent des bioréacteurs spécifiques
permettant & la lumiere d’atteindre les organispiestotrophes. Le rendement et la productivité en
hydrogéne obtenus avec le procédé de photo-fertimmtsont plus élevés que ceux obtenus par la
biophotolyse. Le procédé de fermentation obscubsegmte les meilleures vitesses de production
d’hydrogéne comparativement aux autres procédgsédente non seulement des taux de conversion
de la biomasse en hydrogéne les plus élevés (3Gofparativement a la photofermentation et a la
photolyse de I'eau, mais également, offre la pd#sit’exploiter des déchets organiques et de les
convertir en ressources énergétiques (Muradov &rugln, 2008). De plus, la mise en ceuvre (le
bioréacteur) de ce bioprocédé peut s’effectuerlgmitechnologies existantes pour la production de
biogaz par digestion anaérobie. Malgré cela, cprbimedé présente un inconvénient principal qui est
de produire de nombreux co-produits (acides orgespou des composés de voies concurrentes (par

exemple, alcools). Les acides organiques peuvgenckant étre utilisés comme substrats et convertis

10
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par photo-fermentation pour une production supptéaiee d’hydrogene ou par digestion anaérobie

pour la production de méthane.

A ce jour, le bioprocédé de fermentation obscutecessidéré comme le meilleur pour la production
d’hydrogéne du fait de ces nombreux avantages. Da@®ptique de production a plus grande échelle
gue celle du laboratoire, il est nécessaire d’apémles performances de production d’hydrogene.
Pour cela, la suite de ce chapitre est consactéepeésentation des voies métaboliques impliquées
dans la fermentation obscure, puis, aux améliaratijpossibles via les micro-organismes (cultures
pures, co-cultures, cultures mixtes), via le bicgd# (fermentation obscure qui peut étre couplée a
photo-fermentation, a la cellule d’électrolyse ralwenne ou a la digestion anaérobie et pour laguell
les co-produits formés peuvent étre valorisés),legfacteurs abiotiques (environnementaux : pH,

température, ...) et via I'origine du substrat avaesans prétraitement (figure 3).

Micro-organismes Bioréacteur
ere &
-Cultures pures 17" etape

2ére étape possible \
- Co-cultures ) - Photo-fermentation
_Cultures mixtes Fermentation | _cellule d’électrolyse microbienne
obscure . - Digestion anaérobie
i -Valorisation des co-produits

Fermentation

exogene ' —
- ans Facteurs abiotiques
Pr

etraitement A ptraitement | |
] - Température
Fermentation
endogéne -pH
- Temps de séjour
- Temps de rétention microbienne

- Charge en substrat

Sans - Pression partielle en H,
-Biomasses industrielles - Nutriments

-Biomasses municipales VS
- Biomasses agricoles Prétraitements /

Optimisation des performances de production d’H,

Figure 3 : Optimisations possibles des performard®gproduction d’hydrogéne.
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2. Production de biohydrogéne par fermentation obscure

L’amélioration de la production d’hydrogene pamfientation obscure passe par une optimisation du
procédé et des conditions environnementales, ehtée#ement, par l'optimisation des micro-
organismes grace a la biologie synthétique. Afinrdpondre au mieux a I'amélioration de la
production en hydrogéne, il est nécessaire de dwanglus précisément le procédé de production

d’hydrogéne par voie fermentaire.

2.1. Les principales voies métaboliques impliquées dars fermentation obscure
2.1.1 La digestion anaérobie

La production d’hydrogéne par fermentation obsctai,partie intégrante d’'un processus naturel de
biodégradation de la matiére organique appelé tiogeanaérobie (figure 4). Ce processus consiste en
la dégradation de la matiere organique sous forenkiagaz (Moletta, 2008). La digestion anaérobie
se déroule en quatre étapes, en I'absence de diogygt en présence de différents micro-organismes

capables de coopérer afin de générer une fermemtstble et auto-régulée (Sterlingetral, 2001).

Matiére organique

HYDROLYSE Bactéries hydrolytiques
N
Molécules monomeres

ACIDOGENESE v Bactéries acidogénes

Acides organiques

ACETOGENESE Bactéries acétogénes

| SO2Z/NOs |
]

———— ==

A 4
, Bactéries acétogénes
Acetate |2 >

T Bactéries homoacétogénes

: A | Bactéries sulfate/
|

LD == T T 1 1 1 I nitrate réductrices
------ > Methane <----- ikl |
Méthanogénes ~~ ~ T T~ Méthanogenes p— Yo ___ |
acétoclastes hydrogénotrophes I H,S/NH; 1
| I

Figure 4 : Etapes de la digestion anaérobie (adaj@ésuo et al., 2010)

La premiere étape est I'hydrolyse de la matieramigue composée de polysaccharides, protéines et
lipides. En effet, les matieres organiques comgetales que les déchets ou effluents agricoles ou
industriels, ne sont pas directement assimilabbaslgs micro-organismes, I'étape d’hydrolyse est
donc nécessaire pour les rendre métabolisablegididlyse enzymatique permet de couper les
macromolécules, au moyen d’enzymes extracellulapEifiques (polysaccharidases, protéases et
lipases) sécrétées par des bactéries anaérohiggsstClostridium sp., Bacteroidessp.) ou aéro-
anaérobies facultativesA¢etobactersp., Bacillus sp., Staphylococcussp., Streptococcussp.), en

molécules monomeres solubles (monosaccharidesesacithinés et acides gras a longues chaines

12
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(AGLC)) assimilables par la plupart des bactérigs la matiere organique est complexe, telle gue |

biomasse lignocellulosique, et plus I'étape d’hygse est longue et limitante.

Les composés monomériques solubles libérés papBéd’hydrolyse pénétrent & lintérieur des
cellules microbiennes acidogénes ou ils sont mét#so Les monosaccharides sont transformés par la
voie de la glycolyse en glycéraldéhyde-3-phosphatiés, en acide pyruvique, plaque tournante du
métabolisme microbien. Le pyruvate est ensuitenéeité en acides gras volatils (AGV), en alcools,
en acides organiques, en dioxyde de carbone eydnodene par des micro-organismes fermentaires
(Enterobacteriaceasp., Bacillus sp. etClostridiumsp.). Les acides aminés sont convertis a 90 %
(Ramsay & Pullammanappallil, 2001) grace aux réasticouplées d’oxydo-réduction de Stickland
(Nisman, 1954). Deux acides aminés, I'un accept¢diautre donneur d’'un atome de carbone, sont
simultanément dégradés pour former du dioxyde deoo®, de 'ammonium et des AGV. Les AGLC
sont dégradés en acides gras plus courts et emd®m au cours de I'hélice de Lynen (Lynen &
Ochoa, 1953). Cette étape est rapide et la pramuctiacides abaisse le pH du milieu, qui peut

devenir une source d’'inhibition.

L'acétogénése correspond a l'oxydation des différasomposés obtenus a I'étape précédente en
acétate, par des bactéries acétogenes. Les réadigent lieu au cours de cette étape sont
endergoniques mais deviennent exergoniques gréceansommation de I'hydrogéne par les micro-
organismes synthrophes (homo-acétogénes, les noégiwees, les bactéries sulfato et nitrato-
réductrices). La méthanogénése correspond a laecsion de l'acétate et/ou du €6t de I'H, en
méthane par leArcheae La production de méthane et de dioxyde de carpaneligestion anaérobie

a partir de biomasses agricoles, industriellesigticipales est largement utilisée a I'heure actuéh
effet, le méthane, une fois purifié, peut étreisgilcomme combustible pour produire de la chaleur o
de I'électricité. L'inconvénient majeur de ce prdééest la conversion du méthane en dioxyde de
carbone lors de I'étape de combustion. En revanshépn s’arréte aux deux premiéres étapes,
I'hydrogéne produit peut, apres purification, émtdisé comme combustible générant de la vapeur
d’eau ou converti en électricité via les piles enbastible. Un des avantages majeurs est la praducti

uniquement d’eau lors de la production d’énergie.

L’hydrogene étant un intermédiaire clé consommésdarprocessus naturel de digestion anaérobie,
les deux premieres étapes de la digestion anaésebimt donc déterminantes pour sa production,
puisqu'il s'agit de les favoriser tout en limitales étapes hydrogénotrophes d'acétogénése et de

méthanogéneése.

13
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2.1.2 Ladiversité métabolique

Le métabolisme est la somme de toutes les réadtionhimiques réalisées par un organisme vivant.
Ces réactions sont réalisées dans deux buts :ifal@fénergie aux micro-organismes, on parleslor

de catabolisme et synthétiser du nouveau matédielaire, on parle alors d’anabolisme.

Dans tout systeme microbien, les sucres monomésigaet convertis en pyruvate, ATP (Adénosine
5'-Tri-Phosphate) et NADH (Nicotinamide Adenine Doteotide réduit). Ce processus est la
glycolyse et peut s’effectuer selon trois prinogzaloies qui ont lieu chez les micro-organismes
hétérotrophes (Romano & Conway, 1996): la voie ntbBen-Meyerof-Parnas (EMP), la voie
d’Entner-Douroroff (EDP) et la voie de la phosphokeése (PPK) (équations 10 & 12). A partir du
sucre monomérique le plus utilisé par les micraaoigmes, le glucose (hexose), voici les équations

résumant les trois voies métaboliques :

Glucose — 2pyruvate + 2NADH + 2ATP (EMP) (20)
Glucose — 2pyruvate + NADH + NADPH + ATP (EDP) (11)
Glucose - pyruvate + Acétyl — Pi + CO, + 2NADH + ATP (PPK) (12)

Le pyruvate est la plaque tournante du métabolidmearbone. L'ATP est la molécule qui fournit
I'énergie nécessaire aux réactions meétaboliquesmthidynamiquement non favorables par son
hydrolyse en adénosine diphosphate (ADP) et en phiade inorganique (Pi). Le NAD(H) et
NADP(H) sont des transporteurs d’électrons utilidéaas les réactions d’oxydoréduction cellulaires,
du catabolisme dans le cas du NAD(H) et de l'anabv@ dans le cas du NADP(H). L'ATP et le
NAD(P)H existent en quantités intracellulaires tidgis et leurs productions sont égales a leurs
consommations. Chez les micro-organismes fermestaltATP est principalement produit par la
phosphorylation au niveau du substrat. Ce processusiste au transfert d’'un groupement phosphate
d’'un composé hautement phosphorylé a haut potetitigtirolyse (trés exergonique) vers I’ADP pour
former 'ATP (Madigaret al.,2012).

La glycolyse peut étre scindée en deux partiepremiere partie est un investissement énergétigue d
deux ATP afin de transporter le glucose a lintdériee la cellule, d’éviter sa fuite vers le milieu
externe et d'activer le processus. La deuxiemeepast en revanche, tres exergonique et libéraeuat
ATP. La glycolyse globale permet donc de produinetatal de deux ATP avec une enthalpie libre
standard dAG) = —112kJ/mol.

Pendant la glycolyse, deux NADH sont également iggnét doivent étre réoxydés pour permettre a la
glycolyse de continuer. Dans les conditions anaésoplta cellule bactérienne est capable de régenére
le NADH en NAD' selon plusieurs voies métaboliques (figure 5). Méirla plupart de I'énergie libre

associée aux équations de production des métabaie favorable, certaines sont couplées a la

formation d’ATP (acétate et butyrate). C'est urtéac important pour le métabolisme de la cellule ca
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si elle n'est pas capable de conserver son énergidTP, elle perd sa faculté a renouveler son

matériel cellulaire (biosynthése).
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Figure 5 : Diversité métabolique des micro-organesnanaérobies (adapté de Gonzalez-Cabaleiro e2@L5 et de Hoelzle
et al.,2014).

En principe, les micro-organismes ne peuvent piseauttous les réseaux métaboliques présentés dans
la figure 5, mais en général, ils ont tout de mémeapacité a cataboliser le pyruvate de plus d’'une
facon. De cette maniere, les micro-organismes pduggnthétiser de I'ATP en fonction des
conditions de croissance. La diversité métaboljgpésentée ci-apres est fondée en partie sur laittrav
de Hoelzleet al.(2014).

La premiére facon de recycler le NADH produit en INA est la production de glycérol, 1,3-
propanediol, 1,2-propanediol et D-lactate, a pattirGlycéraldéhyde-3-Phosphate. Le glycérol est
produit parSaccharomyceéPagliardiniet al, 2013) Bacillus (Skraly et al, 1998) etLactobacillus
pour le stockage de I'énergie lors de I'osmorégmutabu du maintien de I'équilibre rédoxlebsiella,
Clostridium, Citrobacter, Lactobacillus and Enteeatber sont capables de consommer le glycérol en
1,3-propanediol (Saxera al, 2009). Le méthylglyoxal bypass est une voie nwigbe conservée et
utilisée lorsque le milieu est limité en phosphettéorsque le flux de carbone de la glycolyse st p
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élevé que la capacité métabolique de la celluleffBet al, 2003). Toutefois, le méthylglyoxal étant
trés toxique pour la cellule, des mécanismes dexdigation sont induits pour éviter la mort deleel
ci. Un de ces mécanismes est I'hydratation de ogogé toxique en D-lactate (Fergusbral., 1998).
Un autre mécanisme de détoxification utilisé parGeostridiumest de réduire le méthylglyoxal en
1,2-propanediol (Huanet al, 1999 ; Liyanaget al, 2001).

Une autre maniére de régénérer le NADpartir du NADH produit est la production de pooate
et/ou de succinate a partir du phosphoénol-pyruedtau pyruvate, par le cycle de carboxylation.
C’est le cas des espéces appartenant au goponibacterium(Suwannakhanet al., 2005) Ce
cycle fonctionne de maniére analogue a linversecylile de I'acide citrique pour le métabolisme
aérobie, en réduisant I'oxaloacétate en succina@devlL-malate et le fumarate. La production de
propionate est le résultat du transfert du coenzgn(€oA) via le pyruvate alors que le succinate est
le résultat de I'entrée du phosphoénol-pyruvatesdartycle de carboxylation. De plus, la production
de propionate est liée a la derniére étape de ptiotud’ATP via la glycolyse. La production du
succinate utilise une mole de €@t régénére 2NAD Ainsi, par extension, la production de
propionate régénére 2NAiniqguement car il produit une mole de £Ce qui annule celle produite

précédemment par la production de succinate.

Une autre fagon de recycler le NADH produit en NA@nsiste a convertir le pyruvate en L-lactate.
Cest le cas des bactéries lactiques telles aetobacillus, Leuconostoet StreptococcusLa
conversion du pyruvate en L-lactate régénére un NARis est généralement efficace pour le
recyclage d’électrons car le L-lactate posséde@emenétat d’'oxydation au niveau des carbones que
celui du glucose. Toutefois, certaines especesotriennes sont capables de métaboliser le L-lactate
en produit plus réduit que le glucose, permettdatsale recyclage des électrons en plus d'un
deuxiéeme NAD régénéré. C'est le cas @dostridium propionicun{Luo et al.,2012) Megasphaera
elsdenii(Kim et al., 2004) etPrevotella ruminicola(Capsi, 2014) qui utilisent la voie acrylate, en
réduisant le L-lactate en propionatectobacillus buchner{Oude-Elferinket al, 2001) réduit le L-
lactate en 1,2-propanediol. Ce dernier pouvant&tsen tour réduit en propanol ou bien converti en
propionate pour produire de I'ATP, c'est le casldgeria innocuaet des especes appartenant au

genreSalmonellaXue et al, 2008).

Une autre maniére de régénérer le NADpartir du NADH produit, est de convertir le pyate en
éthanol, acétoine et 2,3-butanediol. Dans cettéopodu métabolisme, I'éthanol est produit par la
décarboxylation du pyruvate en acétaldéhyde guerstite réduit en éthanol. Cette voie métabolique
est utilisée paZzymomonas mobilist Saccharomyces cerevisifen & Tanaka, 2006)L’acétoine est
produite par la décarboxylation deacétolactate pendant la phase exponentielle dssarce des
bactéries telles quRacillus subtilisetKlebsiella aerogeneen tant que molécule a pH neutre stockant

I'énergie qui pourra étre consommeée pendant lagpktgionnaire de croissance (Xiao & Xu, 2007).
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L’acétoine peut également étre produite a partitaddécarboxylation du pyruvate par les especes
appartenant au genfgaccharomycefChen & Jordan, 1984). 2,3-butanediol est un désbolites
produits & partir de la reconsommation de I'ac&aqgiar les especé3acillus, Klebsiella, Serratiat
PseudomonagXiao & Xu, 2007 ; Garg & Jain, 1995).

La production d’acétyl-CoA via la décarboxylation gyruvate, est une autre maniére de réguler le
catabolisme du glucose. Les voies métaboliquesrtgamt a cette portion du métabolisme sont les
voies les plus actives dans la fermentation arpdeticultures mixtes (Decket al., 1970) nhotamment
grace a leur capacité de générer de I'ATP a pdetita phosphorylation du substrat. Ces voies sont
capables de réguler efficacement I'énergie prodléteecyclage des électrons et les co-facteurdepar
choix de la formation des métabolites finaux (Wdb@B6).

L'oxydation du pyruvate en acétyl-CoA peut étreceffiée par trois enzymes : le complexe pyruvate-
déshydrogénase (Pdhc), la pyruvate-formiate li&fg €t la pyruvate-ferrédoxine-oxydoréductase
(Pfo) (Demuezt al.,, 2007 ; Notlet al, 2013 ; Snoept al, 1990). Pdhc est un complexe enzymatique
qui oxyde le pyruvate en plusieurs étapes en litiéta CQ et en réduisant le FAD (Flavine Adénine
Dinucléotide) (équation 13). Ce complexe est preske@zEscherichia, Enterococcuet Azobacter et

est actif aussi bien en aérobiose qu’en anaérabiose

Pdh
Pyruvate + CoA +FAD e} AcétylCoA + CO, + FADH, (13)

Pfo oxyde le pyruvate en acétyl-CoA de maniérelaimgi a la Pdhc, c'est-a-dire, en produisant dg CO
et en réduisant a I'aide d'un co-facteur qui edetaédoxine dans ce cas (équation 14). Cette emzym

est présente chez les bactéries anaérobies staltessqueClostridiumet est inhibée par I'oxygene.

P
Pyruvate + CoA + 2Fd,, ﬂ AcétylCoA + 2Fdypq + CO, (AGy = —19,2kJ/mol)  (14)

Enfin, la Pfl oxyde directement le pyruvate en fiaim et acétyl-CoA (équation 15). Cette enzyme est
présente cheEscherichia Enterobacter, Klebsiella, Streptococ¢c@&aphylococcugt Clostridium et

est inhibée par I'oxygéne. A faible pH, le formigteut a son tour étre converti en £face a la
réduction du NAD.

Pfl
Pyruvate + CoA —f> AcétylCoA + Formiate (AGy = —16,3 kJ /mol) (15)

La régénération des transporteurs d’électrons : HAFd., NADH peut notamment dans certains
cas produire de I'hydrogéne grace aux hydrogén&mzalez-Cabaleiret al. (2015) ont cependant,
reporté que seule I'oxydation de la ferrédoxine egiable de produire de I'hydrogéne, lors de sa

régénération apres avoir effectué la conversiopyduvate en acétyl-CoA.

Les différents produits dérivés de I'acétyl-CoA tpiiacétate, le butyrate, I'éthanol, le butanol,
'acétone et l'isopropanol. Les voies acétate dytate sont les principales sources de production

d’ATP dans les systemes fermentaires. Les voiegdtat éthanol et butanol permettent de recycler
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les électrons en régénérant le NADH en NADa reconsommation du butyrate et de I'acétate en
butyryl-CoA et acétyl-CoA, respectivement, perngeptoduction d’acétone via la décarboxylation de
I'acétoacétate. La production d’acétone s’accompatmla production d’éthanol et de butanol dans la
solvantogénése, phénoméne observé chez les edatésennelostridiumsp. De plus, certaines
d’entre elles, telles quélostridium beijerinckiisont capables de réduire I'acétone en isopropanol,
qui permet de recycler davantage d’électrons (Saetal, 2011). La proportion de produits réduits,

éthanol et acétate, varie de maniére a maximigaolduction d’ATP.

La régénération du NADH en NADpeut s’effectuer a travers différentes voies nwitgbes, qui
dépendront d’'une part de I'énergie produite (ATRjs également des conditions environnementales,
du substrat et des micro-organismes (€hial, 2011). Ainsi, le rendement maximal théorique
produisant 12 moles d’hydrogéne (équation 4) arpdittne mole de glucose n’est jamais atteint dans
les systémes biologiques vivo. En effet, la production d’hydrogéne est systématigent
accompagnée de métabolites produits. Ces contsaiétiiisent le rendement d’hydrogene maximum
a partir d’hexose a 4 mol/mol (voie acétate) sédsn/oies métaboliques empruntées.

Ce¢H1204 + 6H,0 — 6C0O, + 12H, (AG) = —26,0 kJ /mol) (4)

2.1.3 Les voies métaboliques de production d’hydrogene

Les voies de production d’hydrogéne sont foncti@n la pression partielle en hydrogéne;,Xp
(Angenentet al, 2004). Lorsque la;p< 60 Pa, I'hydrogéne est produit via la voie a@gtgrace a

I'oxydation de la ferrédoxine réduite lors de langersion du pyruvate en acétate, mais également
grace a l'oxydation des NADH produits lors de lanwersion du glucose en pyruvate (figure 6). A

linverse, lors que la > 60 Pa, I'nydrogéne est produit via la voie butgrainiquement grace a

I'oxydation de la ferrédoxine réduite lors de langersion du pyruvate en acétyl-CoA.

(a) Py, <60 Pa:
He 2CO,
Glucose%@% 2 pyruvate 7@<> 2 acetate
2 NAD+ 2 NADH 2Fd, 2Fdeq
2H, 2H* 2H, 4H*
(b) Py,> 60 Pa:
2CoASH 2CO2 2 CoASH
GlUCOSeHﬁH 2 pyruvate %—%» 2 acetyl-CoA —7%» butyrate
2 NAD+ 2 NADH Fdox 2 Fdeq 2NADH 2 NAD+
2H, 4H*

Figure 6 : Voies métaboliques productrices d’hydmog d’aprés Angenent et al., 2004.
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Les équations globales de production d’hydrogére les voies acétate (équation 8), butyrate

(équation 9) et formiate (équation 16) sont :

CoHy20¢ + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, (AG), = —206,0 kJ/mol) (8)
CoHy20¢ — CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (AG) = —254,0 kJ/mol) (9)
HCOOH - H, + CO, (AG) = —6,0 kJ /mol) (16)

La formiate hydrogéne-lyase a une activité maxinaigque le pH est situé entre 5,8 et @ley et
al., 1990).

2.1.4 Les micro-organismes hydrogénotrophes et les voi@aboliques associées

Il existe plusieurs types de micro-organismes hgénotrophes : les bactéries homoacétogenes, les

bactéries sulfate- ou nitrate-réductrices, leséshméthanogenes et les bactéries propioniques.

Les bactéries homo-acétogenes sont anaérobiesestrat produisent de l'acétate a partir de
I'hydrogéne et du dioxyde de carbone (équation €&k micro-organismes ont une croissance rapide
et ont la possibilité de former des spores. Letéo@s homo-acétogénes appartiennent aux genres :
Acetobacterium, Butyribacterium, Clostridium, Euteamm, Peptostreptococclet SporomusaCes
micro-organismes hydrogénotrophes sont dits fatifgita'est-a-dire qu’ils peuvent croitre de mamier
autotrophe a partir de }LO,, ou du monoxyde de carbone (CO) et/ou de maniétérdtrophe a
partir de composés organiques tels que les sueeealcools,... Ils produisent de I'acétate, du kmcta
du succinate et de I'éthand@lostridium aceticurmest un exemple d’espece homo-acétogéne. Il n'est
pas possible de les inhiber par prétraitement tiggrenpuisque certaines d’entre elles, ont la cépaci
de sporuler (Saady, 2013). En revanche, diminugrdasion partielle en hydrogéne en extrayant les
gaz produits est une possibilité de limiter (mais m’'inhiber) les bactéries homo-acétogénes. Un
traitement acide peut en revanche les inhiber, d@facon temporaire.

2C0, + 4H, » CH3COO0OH + 2H,0 (AGy = —104,0 kJ /mol) (17)

Les bactéries sulfate-réductrices (SRB) telles qDesulfomicrobium, Desulfobulbuset
Desulfobotulus sont des micro-organismes anaérobies utilisamtréactions de fermentation et
acétogénes en plus de la réduction sulfate. Ersdiate de sulfate, les SRB croissent grace a un
transfert d’hydrogene inter-especes par la phospdtan du substrat avedesulfococcus,
Desulfosarcinaet Desulfobotulus,qui sont trés compétiteurs pour I'hydrogene (équatl8).
Desulfovibrioest un micro-organisme qui domine méme en l'abs@ecsulfate. Cela s’explique par
le fait que ces micro-organismes peuvent croitigadir d'une variété de co-produits issus de la
fermentation, en les utilisant comme électron danraors gu'ils utilisent le sulfate en tres faible
concentration comme électron accepteur. CertaiRE @t la capacité de former des spores. C'est le
cas deDesulfotomaculum geothermicugui a été retrouvée dans une culture acidogemmtmhile.

SO0Z™ + 4H, + 2H* — H,S + 4H,0 (AG) = —152,2 kJ /mol) (18)
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Cette réaction est trés exergonique et une coratemtrtrés faible d’hydrogene, d’environ 4 mPa est
requise pour gu’elle forme du sulfure d’hydrogémal{lez-Vazquezet al, 2005). En plus de la
consommation d’hydrogéne pour sa production, léusald’hydrogéne est un gaz trés toxique et

corrosif. Seule I'utilisation d’'un pH inférieur aGinhibe significativement la respiration sulfate.

Les archées méthanogéenes hydrogénotrophes proddiseméthane & partir de I'hydrogéne et du
dioxyde de carbone (équation 19). De nombreux gitéments permettent d'inactiver ces micro-
organismes, notamment le prétraitement thermiqueegule plus utilisé (Valdez-Vazquez al,
2005).

CO, +4H, - CH, + 2H,0 (AGy = —135,0 kJ/mol) (19)

D’autres micro-organismes tels gurropionibacterium utilisent la voie acrylate productrice de
succinate (équation 20) et/ou de propionate (égual), consommant de I'hydrogéne. Les bactéries
entériques hétéro-fermentaires produisent ces n@tabolites de maniere minoritaire en paralléle de
lacétate et de I'éthanol. Le propionate peut égalet étre produit parClostridium. Les
Propionibacteriumsont inactivés par un prétraitement thermique.

C¢Hq1,06 + 2H, + 2C0, - 2HOOC(CH,),COOH + 2H,0 (AGy = —214,9k] /mol) (20)
C¢Hq,,06 + 2H, - 2CH3;CH,COOH + 2H,0 (AGy = —279,4 k] /mol) (21)

2.1.5 Les bactéries concurrentes a la production d’hy@mg et leurs voies métaboliques

Les bactéries lactiques homo-fermentaires (équ&R)nou hétéro-fermentaires (équation 23) sont
concurrentes a la production d’hydrogene. De ptestaines de ces bactéries lactiques telles que
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentosiignEnterococcus duramst en plus la capacité a
produire des bactériocines qui inhibent des badérroductrices d’hydrogéne telles dtiestridium
acetobutylicurret Clostridium butyricumL’augmentation de 2,3 a 4,4 g/L d’acide lactigiirminue de

31 % le rendement en hydrogéne (Wang & Zhao, 200agtivité des bactéries lactiques peut étre
limitée par la fermentation thermophile (> 50°Chisce n’est pas toujours le cas. En eBetcillus
racemilacticuset Bacillus myxolacticusont des bactéries lactiques retrouvées dansdaeffitations
thermophiles. De plus, des bactéries lactiguesétitsignalées lors de l'utilisation d'une charge
organique élevée. Le lactate peut également éwduijir par Clostridium notamment lorsque les
hydrogénases sont inhibées par du monoxyde dereaf@D) pour se régénérer les NADH ou quand
les cellules sont dépourvues de fer (Wood, 1986).

C¢Hy,05 » 2CH;CHOHCOOH (AG
Ce¢Hy1,05 = CH;CHOHCOOH + CH3CH,0H + CO, (AG}

—196,0 kJ /mol) (22)
—216,0 kJ /mol) (23)

L’éthanol et le butanol peuvent étre produits (dgua 24 et 25) paClostridiumnotamment lorsque

le pH n'est pas régulé. En effet, I'acidité desaimdites (butyrique et acétique) devient toxique
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(concentrations de 60 mM) pour les cellules mieobes (Van Ginkett al, 2005), ce qui favorise la
solvantogénese, mécanismes de détoxification dellale pour éviter les effets inhibiteurs (Jorees
al., 1986).

CeHy1206 = 2CH3CH,0H + 2CO0, (AG) = —164,8 k] /mol) (24)
Ce¢Hy1,05 = CH3(CH,)30H + 2C0, + H,0 (AGy = —271,0 k] /mol) (25)

Les bactéries entériques ont également la capéeipgoduire de I'éthanol.

Sporomusaont capables de produire de I'acétate homo-fermrentequation 26).
C¢Hy,06 = 3CH;COOH (AGy = —310,0 kJ /mol) (26)

Les formations de valérate, d’'isovalérate et d’'Ineete (Jeoret al., 2010) ne sont pas a ce jour
clairement établies. Certains auteurs attribuerfolmation de valérate et d’isovalérate a partis de
acides aminés (Woods, 1993) ; d’'autres (Thauer7)18ffribuent la formation de valérate a partir du
propionate (équation 27).

CH3CH,COOH + CH3COOH + 2H, - CH3(CH,)3CO0H + 2H,0(AG) = —48,1kJ/mol)  (27)

Toutes ces voies métaboliques se conjuguent dagyst@me de cultures mixtes. On distinguera les
voies productrices d’hydrogéne (acétate et butyrate celles consommatrices d’hydrogéne
(propionate, succinate et potentiellement valésaticcinate) et de celles directement en conatgren

avec les voies productrices d’hydrogene (éthanagriol, lactate et acétate homo-fermentaire).
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3. Améliorations du procédé de fermentation obscure les micro-organismes

Qu'ils soient responsables de la production d’hgdre, compétiteurs de la consommation du sucre,
ou hydrogénotrophes, les micro-organismes sonadsurs principaux pouvant jouer un réle dans

I'amélioration du procédé de fermentation obscure.

3.1. Les cultures pures

Une culture pure est définie comme étant l'incudrati’'une souche microbienne spécifique dans des
conditions stériles (Badet al, 2010). En fonction des bactéries productricegafbgene utilisées en
cultures pures, les performances de productiondidgéne obtenues seront différentes, de méme que

les métabolites co-produits.

Elsharnoubyet al. (2013) ont publié une revue dans laquelle ilsrenensé 195 publications utilisant
des cultures pures. Parmi celles-ci, ils ont digtéh des bactéries anaérobies strictes, des bactérie

aéro-anaérobies facultatives et des bactéries dpdites et extrémophiles.

Chez les bactéries anaérobies strictes, on retralifférents genres de bactéries mésophiles
appartenant a la clas&tostridia. Parmi les espéces appartenant au gelogtridium C. beijerinckii,

C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. acetobutylicuth, paraputrificum, C. saccharoperbutylacetoni-
cum sont les plus étudiées pour la production d’hydneg Les valeurs de rendements et de
productivités en hydrogéne obtenues avec ces espenecomprises entre 6;8,35 mol/mol et entre
0,4- 21,3 L/L/jour (0,7- 36,9 mmol/L/h). Le rendement le plus élevé a étérmu parClostridiumsp.
DMHC-10 qui a été isolée d'une boue obtenue patrdtement des déchets d'une distillerie
(Kamalaskaret al, 2010). En revanche, la productivité la plus é&ea été obtenue p&tostridium
acétobutylicum X@ultivée a partir de cellulose microcristalline (Wgeet al, 2008). Les métabolites
produits paiClostridiumsont diverses mais I'acétate et le butyrate s@jbritaires.

Ethanoligenens harbinensst une espéce bactérienne convertissant le snaeétate et éthanol, H
et CQ, avec des valeurs de rendement et productivitgpdses entre 1,3 2,3 mol/mol et entre 1,7
19,6 L/L/jour (2,9~ 34,0 mmol/L/h).

Chez les bactéries aéro-anaérobie facultativesetwauve les bactéries mésophiles appartenant a la
famille desEnterobacteriacead.es espéceBnterobacter clocaet Enterobacter aerogenesont trés
étudiées pour la production d’hydrogéne avec deslements et des productivités en hydrogene
compris entre 0,2 3,8 mol/mol et 1,3 15,8 L/L/jour (2,3- 27,4 mmol/L/h). Les métabolites co-

produits & partir des sucres sont variés : acétatate, éthanol (Kumast al, 2000).

Escherichia coliest également souvent étudiée pour produire gerndgéne avec des rendements et
des productivités en hydrogéne relativement faiole®pris entre 0,2 1,5 mol/mol, et 0,3- 0,6

L/L/jour (0,5- 1,0 mmol/L/h). Les co-produits sont I'éthanol’atktate, majoritairement.
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Les especeKlebsiella pneumoniasont moins étudiées mais produisent de I'hydrogévec un
rendement de 1;31,6 mol/mol et 8,4 11,1 L/L/jour (14,6- 19,2 mmol/L/h).

Les bactéries thermophiles et extrémophiles saaleégent capables de produire de I'hydrogene avec
des rendements et des productivités similairedaotéries mésophiles 0;43,8 mol/mol et 0,6- 18,3
L/L/jour. Parmi ces espéces, on retroualdicellulosiruptor saccharolyticus, Thermotoga

nepolitana, Thermoanaerobactep.. etClostridium thermocellum.

L'avantage d'utiliser les cultures pures est laeualde rendement en hydrogéne obtenue qui est
proche de celle du rendement théorifqueivo. Une des principales raisons avancées est quente s
des substrats simples qui sont utilisés le plugugément tels que le glucose. En revanche,
I'utilisation de cultures pures présente de nombiraonvénients. En effet, le maintien des condgio
d’anaérobie stricte, pour les bactéries ne tolépast!’'oxygéne, représente un colt dans I'utilisati
d’agent réducteur ; mais aussi I'obligation d's&#li des substrats simples et donc colteux ; oudaien
maintenir des conditions stériles, qui a grandeeehreprésente un colt (Elsharnowdiyal, 2013 ;
Pachapuet al, 2015).

3.2. Les co-cultures

Une co-culture peut étre définie comme I'assoamtle deux ou plusieurs cultures pures (Bade.,
2010). L'utilisation de co-culture a été motivéer pdeux facteurs: économique et technique
(Elsharnoubyet al, 2013). D’'un point de vue économique, des coucet d’'especes anaérobies
strictes et aéro-anaérobies facultatives ont étdiés afin d’éviter I'utilisation d’agents réduats.

En effet, les micro-organismes anaérobie stricte emtrémement sensibles au dioxygéne, qui inhibe
les hydrogénases et donc leur capacité a prodaitéaygtirogene, d’ou la nécessité d’utiliser un agen
réducteur colteux tel que la L-cystéine. Une fad@s’'affranchir de I'utilisation d’'un agent réduate
est 'utilisation d'une espéece bactérienne aéraeotde facultative ayant la capacité de consommer |
dioxygene lorsqu’il est présent dans un milieu. Eeemple, Yokoiet al (1995) ont observé que
I'utilisation de la co-cultureEnterobacter aerogenest Clostridium butyricumpermettait non
seulement d’atteindre les conditions anaérobiesretemps plus court, grace a la consommation du
dioxygene présent p&interobacter aerogengmais en plus de fournir une stabilité au systéianes

le recouvrement de la production d’hydrogene en dase arrivée d’air inattendue (mauvaise
étanchéité). De plus, ces auteurs ont observé iamiaudion du temps de latence d’un facteur 4 et une
augmentation de la production d’hydrogene de 1G5 telle de la culture pur€lostridium

butyricum.

L’association de micro-organismes acidophiles petelws d’hydrogene avec des espéces
bactériennes hautement productrices d’hydrogénemesivée par un facteur colt et un facteur

technique. Lors de la production d’hydrogéne, le ¢ milieu diminuant fortement avec la co-
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production d’'acides organiques, jusqu’a une vafuvant étre inhibitrice pour la bactérie. Ainsi,
pour optimiser la production d’hydrogéne, le pHrdilieu est souvent régulé soit par apport externe
de solution basique soit grace a une solution taamge faisant partie intégrante du milieu. De cg fai
associer une levure produisant de I'hydrogéne pHifaible avec une bactérie produisant de maniéere
tres efficace de I'hydrogéne mais a un pH optimalk plevé, permet d’optimiser la production
d’hydrogéne tout en diminuant les colts. Par exentpiterobacter aerogenest Candida maltosa
ont été associées induisant une légere améliordddy % le rendement en ghassant de 1,87 a 2,19
mol/mol) et de 8 % la productivité en hydrogénes§aat de 5,8 a 6,3 L/L/j soit 10,0 & 10,9 mmol/L/h)
(Lu et al, 2007).

L'association de micro-organismes dégradant destmatb complexes tels que la cellulose ou des
déchets lignocellulosiques, avec des micro-orgagsésimutement producteurs d’hydrogene permet
d’optimiser le procédé en limitant les colts. Efetefpour que la production d’hydrogene par voie
biologique soit économiquement viable, une dese&itde substrat. Comme discuté précédemment, le
substrat doit étre peu cher, disponible et ne pkdt rentrer en compétition avec le secteur ded-agr
alimentaire. Ainsi, la biomasse lignocellulosiqet @e plus en plus étudiée pour son utilisatiotaan
gue substrat mais tous les micro-organismes ne pastcapables de dégrader ces matériaux
lignocellulosiques. Ainsi, la possibilité d’assacien micro-organisme capable de cette dégradation
avec un autre capable d'utiliser les substrats Iffigg produits pour produire de I'hydrogéne est
particulierement intéressante. Par exemple, le®cag®ons de Clostridium acetobutylicumet
Ethanoligenens harbinesgour les bactéries mésophiles ont permis d’augeneet rendement en
hydrogene de 2,2 fois (passant de 0,59 a 1,32 mbl/(d/ang et al, 2008). Parmi les bactéries
thermophiles, la co-culture deClostridium thermocellum et Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticumma permis d’augmenter d’'un facteur 33 la proditgtien hydrogene (passant
de 0,01 a 0,33 L/L/j) et de 2,25 le rendement etirdgene (passant de 0,8 & 1,8 mol/mol) @tial,
2008).

Enfin, l'association de micro-organismes dégradies acides organiques produit par un autre micro-
organisme permet de valoriser d’'une part les aaidganiques produits, et d’autre part, d’améliorer
les performances de production d’hydrogéne. Pamplke Massett al. (2012) ont étudié différentes
co-cultures deClostridium spp. dont certaines étaient capables non seuledietiliser le lactate

produit par d’autres mais aussi de reconsommaeriaiéte produit en hydrogene.

Les co-cultures sont finalement trés inspiréessyeergies observées dans les cultures mixtes mais

avec un meilleur controle.
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3.3. Les cultures mixtes

Contrairement aux cultures pures ou co-culturescldtures mixtes sont définies comme l'incubation
de différents micro-organismes qui ne sont paotogjconnus et qui est conduite dans des conditions
non stériles (Badeet al, 2010). Les cultures mixtes sont retrouvées dansature (sols, boues,
compost, sédiments). Dans un habitat, différentsovdrganismes peuvent entrer en compétition pour
les substrats ou bien agir de maniére syntrophi@againes bactéries ont développé des mécanismes
de défense contre les compétiteurs de substraig. fiint de vue économique et technologique, il est
plus intéressant d’utiliser les cultures mixtes tpsecultures pures ou co-cultures (Waal, 2009 ;

Li et al.,2007 ; Temudaet al, 2007). En effet, mis a part le fait que lesungds mixtes contiennent
des bactéries productrices d’hydrogene, elles eonéint également d’autres micro-organismes qui
participent a l'efficacité de la production d’hydeme, notamment en réduisant le dioxygéne du
milieu, en créant des conglomérats, en hydrolytamhatiére organique complexe... De plus, une
culture mixte peut utiliser un large spectre dessnalts tels que les boues de station d’épurates, |
eaux usées industrielles, les déjections d’animawafin, les cultures mixtes sont en général
abondantes, disponibles et ne nécessitent pag d#@rilisées, ce qui participe au fait que le it
réduit par rapport a une culture pure. Par ailleles cultures mixtes ont une plus grande faculté
d’adaptation et sont robustes face aux changentkentonditions environnementales, contrairement
aux cultures pures ou co-cultures qui sont sudaeptid’étre contaminées. Enfin, les cultures mixtes
peuvent fournir de nouvelles voies métaboliquesmpéiant de convertir au mieux les substrats

complexes en hydrogéne (Cheataal, 2011).

En revanche, l'inconvénient majeur réside dan®taposition de ces différents micro-organismes. En
effet, tous les micro-organismes présents danailtaire mixte ne coopérent pas bénéfiquement :
certains, peuvent entrer en compétition pour lessabet utiliser d’autres voies métaboliques que
celles productrices d’hydrogene ; d’'autres, peuvemsommer I’hydrogene produit. Il devient donc
nécessaire d'effectuer un prétraitement sur letui@d mixtes afin d’'éviter ces interactions non
bénéfiques et favoriser 'émergence des bactérauptrices d’hydrogéne (Wargg al, 2009). Enfin,

la production d’hydrogéne a partir de cultures msxpeut étre représentée comme une « boite noire »
car il est difficile de savoir quel micro-organisrast responsable de la production de tel métabolite
selon telle voie. Toutefois, certains auteurs ondlié la structure, la diversité et les interactiemtre

les différents micro-organismes des communautésobiEnnes retrouvées dans des cultures mixtes
(Valdez-Vazqueert al.,2009 ; Hunget al.,2011 ; Chengt al, 2011; Rafrafiet al.,2013).

3.3.1 Les prétraitements

Les principales sources de cultures mixtes sonbdees de station d’épuration, qu’elles proviennent
du digesteur anaérobie ou qu’elles soient des batteges ; les eaux usées issues de différergs typ

d’'industrie : laitiere, municipale, alimentairee;dompost ; le sol ; les sédiments (Hawdeal.,2007 ;
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Akutsu et al, 2009 ; Baghchehsaraee al., 2008 ; Pachapuet al., 2016 ; Vankata Mohaet al.,
2008). Les cultures mixtes étant nombreuses etesyries prétraitements utilisés afin d'inactivéoie

de limiter les micro-organismes défavorables artapction d’hydrogéne tels que les méthanogénes
ou homo-acétogenes et de favoriser les bactériedupirices d’hydrogéne, sont nombreux. Le
prétraitement effectué peut étre: physique (raygasima, micro-ondes, ultra-sons, ultra-violet,
déshydratation), chimique (chloroforme, acétyleng;BromoEthaneSulfonate, iodopropane),
acide/basique, thermique (a chaud, a froid), gademec aération, avec GO(Renet al, 2008 ;
Valdez et al, 2006 ; Sinahet al, 2015 ; Singhet al, 2015 ; Yinet al, 2016). Parmi tous ces
prétraitements, le prétraitement thermique a chestdcelui le plus utilisé car c’'est une méthode
simple, efficace et peu chére bien gu’énergivore €l Fang, 2007). Le prétraitement thermique
permet de favoriser les bactéries productricesditgyene ayant la capacité de sporuler en limiesat |
bactéries non sporulées productrices de propiofRrEpionibacterium (Cohenet al, 1984), mais
également en inhibant temporairement les méthamag@timet al, 2006). En revanche, les bactéries
acétogénes et homo-acétogénésefobacterium, Clostridiunspp), certaines bactéries lactiques
(Sporolactobacillus et propioniques Clostridium propionicum ainsi que les bactéries sulfate-

réductrices DPesulfotomaculuiy ne seront pas inactivées par ce prétraitemeatianet al, 2009).

Toutefois, le prétraitement optimal dépend du tyeeultures mixtes utilisé (Wargg al, 2009), mais
doit également prendre en compte les codts opérgdis, la faisabilité des méthodes et leurs

complexités ainsi que le temps utilisé pour effectes prétraitements (Ghimeeal, 2015).

3.3.2 Les micro-organismes des cultures mixtes

Les bactéries appartenant au ge@hestridium sont les micro-organismes les plus retrouvés tians
production d’hydrogene a partir de cultures mixtes. effet, ceux-ci ont la capacité de sporuler et
passer dans une phase de dormance lorsque les@osdie leur sont pas favorables, par exemple, en
présence d’'oxygéne ou encore pendant le prétraitetinermique, puis a germer et passer sous forme
végétative au retour de conditions plus favoraietlow, 2003). Les espéces dominantes les plus
retrouvées dans les cultures mixtes golostridium butyricumClostridium beijerinckij Clostridium

propionicum.

D’autres micro-organismes tels gGostridium et Enterobactereprésentant soit des bactéries sous-
dominantes soit des populations minoritaires, mégigent pas toujours directement a la production
d’hydrogéne, mais leur présence au sein de la reultnixte bénéficie a I'espéce productrice
d’hydrogéne (commensalisme). Certains micro-orgaess tels queSporolactobacillus racemicus,
Clostridium butyricum, Streptococcsep. ont la capacité de produire des substances ex@ualyari-
diques formant des agrégats bactériens qui aidenfiodmation granulaire (Fareg al, 2002 ; Hunget

al., 2010). Ceci permet donc une meilleure rétentmiadiomasse dans des bioréacteurs fonctionnant

en mode continu, ce qui participe indirectement rdéleorer les performances de production
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d’hydrogéne. Dans le cas @¢ostridium butyricumc’est la concentration élevée en glucose quiitndu
la formation d’agrégats. D’autres micro-organismmesntiennent un environnement anoxique. C’est le
cas des bactéries aéro-anaérobie facultativess tejles Klebsiella sp.,, Enterobacter aerogenes,
Escherichiasp,, Bacillussp. qui en consommant le dioxygéne présent dans leurngermettent aux
micro-organismes anaérobie stricte de produire’ldgdlogene (Yokoiet al, 1998 ; Hunget al,
2010 ; Huanget al, 2010). Certaines especes microbiennes telles Bjfidobacterium sp,
Cytophagales, Acetivibrio cellulolyticus, Clostridi cellulosi, Clostridium stercorariurpeuvent
dégrader la matiere organique complexe telle quellalose ou I'amidon, en monomeres simplifiés
assimilables notamment par les bactéries prodestdchydrogéne (Uenet al, 2006 ; Chengt al,
2008 ; Luet al, 2009 ; Nissilaet al, 2011). Selemonasp., Megasphaerap., Anaerotruncussp,
Pectinatus sp.,, Acetanaerobacterium elongatusont des bactéries potentiellement productrices
d’hydrogéne pouvant co-exister avec des bactétiegedreClostridium(Luo et al, 2008 ; Castell@t

al., 2009 ; Reret al, 2007).Micrococcusparticipe a la production hydrogene (Zhastgal, 2007)

mais de maniéere beaucoup plus faible goterobactetou Clostridium.

Apres avoir présenté plusieurs phénomenes de cogateme présent dans la production
d’hydrogéne a partir de cultures mixtes, les irgoas suivantes impactent négativement sur la
production d’hydrogéne. C’est le cas ldzctobacillussp et Sporolactobacillusp. qui sont capables
d’excréter des bactériocines dans le milieu, cepguit provoquer une réorientation du métabolisme
microbien des bactéries productrices d’hydrogéneg w@me une inhibition de leur croissance.
Schwartzia succinivorangt Megasphaera sueciensiguant a elles, sont consommatrices de
I'hnydrogéne produit (Kawagoskht al, 2005 ; Saraphiroret al, 2010 ; Koskineret al, 2007). Le
potentiel de production d’hydrogene peut étre affggar des bactéries compétitrices pour le substrat
Ainsi, Bacillus racemilacticusconsomme les sucres pour produire du lactate (&inal, 2006) ;
Lactococcussp. semble inhiber la production d’hydrogéne en praahtisde I'éthanol (Rert al,
2007) ; Prevotella sp, Olsenellasp, Bulleidia sp., Mitsoukellasp., Selemonasp peuvent étre

considérées comme compétiteurs au niveau du stifistraet al, 2010 ; Castellet al, 2009).

Pour des raisons techniques de robustesse et thbild@ des micro-organismes a des substrats

complexes, notre choix s’est porté sur I'utilisatite cultures mixtes dans nos études.
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4. Ameéliorations du procéedé de fermentation obscure le bioprocédé
4.1. Le mode de fonctionnement et le type de bioréacteur

Le mode de fonctionnement et le type de réactentrdms parametres fondamentaux a ne pas négliger
car ils peuvent considérablement optimiser la pctida d’hydrogéne en termes de production,
rendement, productivité en hydrogene et égalememtapport HCO,. En effet, la configuration du
bioréacteur joue un réle primordial dans la réfiartide la biomasse microbienne, de la répartiéibn

de l'utilisation du substrat. Le transfert de maiéu biogaz produit de la phase liquide a la phase
gazeuse est également un parameétre a prendre @tecdams le design du bioréacteur. En effet, plus
le transfert de I'hydrogene du milieu liquide auieni gazeux est rapide et moins I'hydrogéne sera
consommé ou deviendra inhibiteur. La stabilité gsté&sme est un critere indispensable dans le choix
de la configuration du bioréacteur. La diversit€nmbienne est enfin fortement influencée par letyp

de bioréacteur.

Il existe trois différents modes de fonctionnemaed bioréacteurs : le mode discontinu (batch),-semi

continu (semi-batch) et le mode continu.

Les bioréacteurs fonctionnagh mode batchou bioréacteurs discontinus sont des bioréactpiirse
sont alimentés qu'une seule fois, c'est-a-dire, lgumubstrat et I'inoculum sont disposés a l'irdéri

du bioréacteur, et le bioréacteur est fermé soiiatmg. Le biogaz produit reste dans le ciel gazeu
L'avantage de ce type de bioréacteur réside dassrgdicité de mise en ceuvre, de fonctionnement et
de contrble (Wangt al, 2009 ; Junget al.,2011) mais également sa flexibilité (Elsharnoetyal.,
2013). L'inconvénient de ce mode de fonctionnenestque I'hydrogéne produit n’est pas extrait du
bioréacteur. Ainsi, I'hydrogéne produit peut é&trecansommé par les micro-organismes
hydrogénotrophes, malgré les éventuels prétraitenregus par les cultures mixtes, et/ou augmenter
la pression partielle en hydrogene ce qui peutbmhiles hydrogénases. Les performances de
production d’hydrogéne en bioréacteur fonctionreanimode batch, ne sont donc pas optimales. Ces
éléments sont en faveur du développement d’étudtebestraction des gaz produits ; on peut parler

alors de bioréacteur fonctionnant en mode semikbatc

Les bioréacteurs fonctionnant erode semi-batchsont fondés sur le fonctionnement des bioréacteurs
en mode batch hormis I'extraction des gaz prodentscours de fermentation. Pour ce faire, un gaz
inerte généralement I'azote, bulle dans le miliewitle réactionnel, ce qui permet d’assurer non
seulement les conditions anaérobies mais aussirdiex les gaz produits. Ce systeme permet
d’améliorer les performances de production d’hyérag (Mizunoet al., 2000 ; Lianget al., 2002 ;

Kim et al, 2006 ; Clionet al, 2014). Il est généralement utilisé dans des étaldtgptimisation des
parametres opératoires tels que la températurpH]ela vitesse d’agitation ou dans les études de

comparaison de biomasses, de substrats ou d'inddallgré les avantages considérables des modes
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de fonctionnement en batch ou semi-batch des litaés, le mode de fonctionnement continu est le
plus adapté pour la production d’hydrogene a grautelle non seulement pour des considérations
pratiques telles que la gestion de la biomasses égglement pour une faisabilité économique (Wang
et al.,2009 ; Ntaikoet al.,2010 ; Gucet al.,2010).

Ainsi, les bioréacteurs fonctionnant erode continusont les bioréacteurs les plus utilisés. En effet,
ce systeme peut améliorer les performances de giiodud’hydrogéne pour plusieurs raisons. D'une
part, I'alimentation continue en substrat et erciiom permet le maintien d’'une biomasse productive.
En effet, le fait de renouveler le substrat pertda biomasse de continuer sa croissance, tout en
éliminant la biomasse épuisée, mais égalementjlieungépuisé en sucres et les éventuels inhibiteurs
(métabolites, toxines, antibiotiques, produits dgrddation de substrats complexes). Il est posdible
classer les bioréacteurs fonctionnant en modermomin deux catégories : les bioréacteurs a biomasse
suspendueContinuous Stirred Tank Reactor, CSTR et les bioréacteurs a biomasse immobilisée
(Up-flow Anaerobic Sludge Blanket reactor, Packed BRReactor et Anaerobic Fluidized Bed Reactor,

Membrane BioReactor).

Le bioréacteur ouvert agité contind{TR) est le plus simple a mettre en ceuvre et le filiséu(Li

et al., 2007 ; Youneset al, 2008 ; Dinget al.,2010). L'avantage de ce type de bioréacteur est qu’
permet la mise en suspension de la biomasse ehdpénéité du milieu en termes de température et
pH (Li et al.,2007). En général, I'inoculum est mélangé au sabsttilisé, ce qui induit donc un
méme temps de rétention, ce qui n'est pas toujawarable pour la production d’hydrogéne @ti

al., 2007). Un temps de séjour trop court, peut lessiaebiomasse productrice d’hydrogene et
gaspiller du substrat qui ne sera pas entieremamgornmeé, alors qu’un temps de séjour trop long
meéne a l'autolyse des cellules productrices d’hgdne et I'épuisement du substrat. Ces deux
inconvénients conduisent a une instabilité du systet & des vitesses de production d’hydrogene et
volumes d’hydrogéne produit limités (Chen, 2003)rd_de fermentations réalisées en bioréacteurs
CSTR, les bactéries productrices d’hydrogene pduileculer et créer des granules. Ce phénomene
est favorisé par la présence de cations divaldnddiae concentration élevée de sucres (Jetnal.,
2011). De plus, certaines conditions facilitenti@ation de ces granules, telles que I'acidificatio
milieu (Zhanget al, 2007). Zhangpt al. (2007) et Fangt al.(2002) ont observé que la formation de
granules permettait d’augmenter la concentratiotad@#omasse dans le bioréacteur d’'un facteur 30,
une augmentation de la productivité, du volume dtbgéne produit et du rendement en résulterait.
Cette rétention de la biomasse permet ainsi deugeiole temps de séjour hydraulique avec le temps
de rétention des solides, ce qui a pour conséquanmessibilité de jouer sur le paramétre du tedgs

séjour pour optimiser le procédé sans se soucirsdivage de la biomasse.

Les bioréacteurs anaérobie a flux ascenddptflow Anaerobic Sludge Blanket reactor, UASB)

permettent la rétention de la biomasse. La biombhasé&rienne est en suspension grace au flux de
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substrat ascendant a faible vitesse. Puis, cettmdsise s’auto-granule et produit du biogaz. Les
granules ayant atteint une taille optimale sédiemntians le bas du réacteur et constitue le Ig. Le
nouvelles particules bactériennes qui s’agregentéssus de ce lit) et produisent du biogaz sost mi
en mouvement notamment grace aux collisions pdeseparticules et au biogaz produit (Bhueta
al., 2008). Ce dernier est collecté en haut du réactéavantage de ce type de réacteur est sa séabilit
dans le temps a convertir efficacement le substrdtydrogéne a des productivités stables (Hawkes
al., 2007 ; Junget al., 2011 (tableau 1)). L’inconvénient est la chronaplade la formation des

granules.

Tableau 1 : Performances de production d’hydrogebnues a partir de différents bioréacteurs.

Bioréacteur Substrat HRT pH Température Rendement Productivité Références
CSTR CDMW 12-6 h 5,5 35°C 0,32 mol/mol 0,34 L/L/h Jung et al., 2010
UASB CDMW 12-6 h - 35°C 1,78 mol/mol 2,76 L/L/h Jung et al., 2010
UASB Glucose 5h 5,2-5,5 35°C 1,54 mol/mol 0,32 L/L/h Jung et al., 2013
UASB Glucose 24-12 h - 37°C 1,44 mol/mol 0,12 L/L/h Sietal., 2015
PBR Glucose 24-12 h - 37°C 0,67 mol/mol 0,05 L/L/h Sietal., 2015
AFBR Glucose 8-1h - 30°C 2,76 mol/mol 1,21 L/L/h Barros et al., 2010
AFBR Glucose 8-1h - 23°C 2,11 mol/mol 0,55 L/L/h  Barrosetal., 2012
AFBR Glucose 8-1h - 30°C 2,45 mol/mol 0,95 L/L/h Shida et al., 2012

CDMW?* : Coffee Drink Manufacturing Wastewater

Le bioréacteur a lit fixeRacked Bed Reactor, PBRmet en ceuvre une biomasse immobilisée sur un
support soit sous forme de granules ou de biofilmbien piégée dans un milieu garni (Kotredtral,
2012), traversée par un flux entrant. Les suppotitssés sont variés (éponge, charbon actif, gel
d’alginate, bille de céramique,...). Ce type de lactéur retient la biomasse, ce qui diminue le
lessivage a un temps de séjour court (Keskial.,2012). En revanche, la configuration de ce type de
bioréacteur augmente la résistance au transfertadiére, ce qui résulte en de faibles conversians d
substrat et volumes d’hydrogéne produit (Skedwal, 2011), par rapport a 'TUASB comme montré par
Siet al, (2015) (tableau 1).

Le bioréacteur a lit fluidiséAnhaerobic Fluidized Bed Reactor, AFBR consiste en une colonne
garnie d'un support mis en suspension par un figuide (fluidisation). Selon le débit entrant, les
particules forment un lit plus ou moins dense sagmrtant comme un milieu poreux. Lorsque le débit
entrant est faible, le lit reste compact, on pdddit fixe. En revanche, plus le débit est életvples le

lit est fluidisé. La biomasse forme un biofilm $&s supports solides (garnissage) (Zhenal., 2008 ;
Barroset al, 2010), similaires a ceux utilisés dans les PBR.réduction de lessivage de micro-
organismes a des temps de séjour courts constitpgricipal avantage et participe a 'augmentation

de la production d’hydrogene (tableau 1).

La rétention de la biomasse microbienne peut se fair une membrane, on parle alors de bioréacteur

membranaireNlembrane BioReactor, MBR). Il y a deux types de MBR : le bioréacteur a meanb
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externe €x sity) et le bioréacteur a membrane immergdassitu). L'avantage de ce dernier MBR est la
capacité a maintenir une concentration élevée deidmasse a de courts temps de séjour par la
formation d’un biofilm sur la membrane, il en résuline consommation plus élevée du substrat et une
réduction des micro-organismes dans l'effluentiigusortant liée a la rétention des bactéries gzr |
membranes (OBt al.,2004). La possibilité d’appliquer un long tempsrétention pour les solides et
un court temps de séjour hydraulique est connue pooeliorer I'efficacité de la production
d’hydrogéne (Hafezt al, 2009) avec toutefois, un effet inverse parfoisesté, provoquant une
diminution des performances de production d’hydneg@eeet al, 2010 ; Kimet al.,2011). De plus,

le temps de rétention des solides est égalemenél€oavec I'accumulation d’exopolysaccharides
(biofilm), responsable du colmatage des membréBaliuci et al, 2013 ; Lin et al, 2013) limitant
I'utilisation de ce type de bioréacteur (Leteal, 2010 ; Bakyonet al, 2014).

La simplicité de mise en ceuvre du bioréacteur dmtth permettant a la fois d’assurer les conditions
anaeérobies tout en extrayant les gaz produits gimsila facilité de contrdle des paramétres clés, o
orienté notre choix, qui s'est porté sur l'utilisat d’'un bioréacteur en mode semi-batch dans nos

études.

4.2. La combinaison de bioprocédés

La fermentation obscure ne permettant pas de conuetalement le substrat et produisant en
revanche, de nombreux co-produits, ce bioprocédégiee économigquement ameélioré. Il est possible
d'utiliser au mieux la biomasse organique en commfinla fermentation obscure avec un autre
bioprocédé producteur d’hydrogéne, telle que lat@fiermentation, les cellules d'électrolyse

microbienne, ou bien producteur de méthane, tekelg digestion anaérobie.

Comme cela a été décrit dans le paragraphe 1l8.4rincipe dela photo-fermentation est le
suivant : les bactéries pourpres non soufréeseilil’énergie lumineuse capturée pour produire de
I'ATP et des électrons a haute énergie via un iitwerse d’électrons qui réduit la ferrédoxine. LRT
produit et la ferrédoxine réduite conduisent &lduction de protons en hydrogéne via la nitrogénase
L'intérét de la photo-fermentation est que les miorganismes peuvent utiliser des substrats variés
tels que ceux produits par la fermentation obsc¢@opations 28 a 31) et les convertir avec des

rendements élevés.

énergielumineuse

CH3;COOH + 2H,0 ———— 4H, + 2C0, (28)
énergielumineuse
CH5CH,CH,COOH + 6H,0 ————  10H, + 4C0, (29)

énergielumineuse

CH3CH,COOH + 4H,0 —— 5 7H, + 3C0, (30)

énergielumineuse

CH;CHOHCOOH + 3H,0 ——————— 6H, + 3C0, (31)
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La combinaison de la fermentation obscure suivielad@hoto-fermentation permet d’augmenter
considérablement le rendement en hydrogéne. ParpdaeSuet al.,(2009) ont obtenu un rendement
total de 5,48 mol/mol alors qu’il n'était que de82,mol/mol avec la fermentation obscure seule.
L’inconvénient de la photo-fermentation est la dede énergétique lumineuse associée a la
nitrogénase dont la conversion n’est pas efficBeeplus, la turbidité du milieu diminue la pénétrat

de la lumiére, ce qui augmente encore davantagerteande en énergie lumineuse. Par ailleurs, pour
mener a bien la photo-fermentation, I'absence deydjene et de faibles concentrations en ammoniac
sont requises. Des améliorations du procédé phatefdaire sont nécessaires afin de surpasser ces

difficultés.

La cellule d'électrolyse microbienne(Microbial Electrolysis Cell, MEC) met en ceuvresdaicro-
organismes qui oxydent l'acétate dans le compantind® 'anode, grace a un circuit électrique
fournissant I'énergie nécessaire. Les électrongmgénsont transférés par le circuit électriqgue au
compartiment de la cathode, pendant que les prdtamsrsent la membrane échangeuse d’ions qui
sépare les deux compartiments. Dans le compartideelat cathode, les électrons réduisent les protons
en hydrogene (équations 32 et 33).

CH3COOH + 2H,0 — 2C0, + 8¢~ + 8H* (32)

8e™ +8H* — 4H, (33)

La combinaison de la fermentation obscure avec EBCMpermet d’augmenter le rendement en
hydrogene. Par exemple, Lalauredteal. (2009) ont obtenu un rendement total de 9,95 nadl/adors
qu'il n’était que de 1,64 mol/mol avec la fermermat obscure seule. L’inconvénient de cette
combinaison est le développement des archées nogiwaes, ce qui affecte négativement la

production d’hydrogéne.

Le dernier procédé qui peut étre utilisé a la stite deux précédents éstdigestion anaérobiecar il
permet de valoriser au maximum les co-produits, pas en hydrogene mais en méthane. A la
différence de la fermentation obscure, la digestinaérobie ne s’'arréte pas a I'étape de production
d’hydrogéne mais continue jusqu'a la méthanogénBsas le cas de la combinaison des deux
procédés, ce sont les acides organiques co-prquhuite fermentation obscure qui seront convertis e
méthane par la méthanogénese. L'avantage est apmtEment de la DCO est total. L'inconvénient
est que la digestion anaérobie n'augmente pasiieneent en hydrogéne mais produit cependant du

méthane valorisable énergétiquement.

La figure 7 résume les différents procédés permettaméliorer les rendements en hydrogene et la

production de bioénergie.
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Fermentation obscure Fermentation obscure Fermentation obscure +
+ Digestion anaérobie + Photo-fermentation Cellule d’électrolyse microbienne
H,+CO, CH,+CO, |H,+CO, H,+CO, |[H,+CO, H,+CO,

4 4 4 ,«»,T
ax By e f s A

Figure 7 : Les différents procédés d’amélioratianréndement en hydrogéne et de la production déngimie.

4.3. La valorisation des co-produits

A l'issue de la fermentation obscure ou de la comision des bioprocédés, une ultime valorisation
s'inscrit dans le concept de bioraffinerie : c'&stvalorisation des co-produits de fermentation. En
effet, méme si cette valorisation ne permet pasélaoration de rendement énergétique, elle padicip
a la production de composés biosourcés. Parmi legisacides organiques (acétique, butyrique,
propionique, succinique, lactique, formique, vajad et hexanoique) et les alcools (éthanol, butanol
1,3-propanediol, 2,3-butanediol,...) pouvant étredpits par fermentation, I'acide acétique et I'acide
butyrique sont actuellement produits par I'indsiptrochimique et sont utilisés comme précurseurs
pour de nombreux produits dérivés tels que l'aeétde vinyle ou le poly-3-hydroxybutyrate
(Bastisdas-Oyanedet al, 2015).
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5. Améliorations du procédé de fermentation obscureles facteurs abiotiques

Se dit facteur abiotique, tout paramétre physidmitfiue indépendant des micro-organismes. Dans un

milieu naturel, les conditions environnementaled sies facteurs abiotiques.

5.1. HRT, SRT, SLR et OLR

Ces quatre parameétres sont utilisés lorsque |éditeur fonctionne en mode continu.

Le temps de séjour hydraulique (HRT) est le tempgen qu’une molécule liquide (ou entrainée par
le liquide) reste dans le bioréacteur, depuis somée jusqu’'a sa sortie. Le temps de séjour
hydraulique est défini comme étant le rapport vaude bioréacteur/débit volumique traversant le
bioréacteur. Etant donné que les taux de croissdifl@ggent d’un micro-organisme a un autre, les
bioréacteurs CSTR peuvent sélectionner les popuakatmicrobiennes qui ont un taux de croissance
supérieur au taux de renouvellement du milieu réacel. Dans le cas contraire, les populations
microbiennes sont lessivées. Par exemple, le tawrassance spécifique des archées méthanogénes
est environ de 0,017-0,020' falors que celui des bactéries productrices d’hyéime est d’environ
0,083-0,172 # (Lo et al, 2009). Ainsi, & un temps de séjour court (entet 62 h), la production
d’hydrogéne sera plus élevée qu’'a un temps derskgjog ou la croissance des archées méthanogenes

sera favorisée.

Il n'existe pas de valeur universelle de tempsédention de la biomasse car celui-ci dépend aifa fo
de la géométrie du réacteur, de lI'inoculum, def@dihts supports utilisés ou non pour immobiligsr |
bactéries, mais également du type de substrasé@tflivanget al., 2009). Dans les bioréacteurs a
biomasse immobilisée (AFBR, PBR, MBR) ou bien loisgda biomasse microbienne forme des
granules (UASB), le temps de rétention de la biamdsolid Retention Time, SRT) est découplé du
temps de séjour hydraulique. Dans ces systemdsmles de rétention de la biomasse est beaucoup
plus élevé que dans les systétmes CSTR, ce qui peroneseulement d'éviter le lessivage de la
biomasse microbienne, mais en plus d'adapter lepdede séjour hydraulique du substrat. En
revanche, un SRT trop élevé favorise l'installatinmicro-organismes consommateurs d’hydrogene

et ceux compétiteurs pour le substrat (Wang & Zbaal.,2009).

OLR (Organic Loading Rate) est la quantité massique de matiére organiquerpt de volume de
bioréacteur, pouvant étre convertie sur une pértmenée (kg DCO/L/h)SLR (Sludge Loading
Rate) est la quantité massique de matiére organique iseuénla biomasse bactérienne sur une
période donnée (kg DCO/kg VSS/h). C’est ce derpgamétre qui détermine le fonctionnement du
bioréacteur, bien que tres peu renseigné danttéeature en faveur du paramétre OLR qui est plus
facilement quantifiable (Arimét al, 2015). La valeur optimale de 'OLR dépend de iglus facteurs
tels que le SLR, le pH, les co-produits, le typelatconcentration du substrat, mais aussi la

température et le type de réacteur. Ainsi, I'OLRitgefluencer a la fois la productivité en hydrogén
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mais également le rendement en hydrogéne et latsteudes populations microbiennes. En effet,
Hafezet al. (2010) ont montré qu’a des valeurs de 6,5 et 29)C@/L/j, 'analyse des populations
microbiennes a montré une prédominance des bat@reductrices d’hydrogéneClostridium
acetobutyricum, Klebsiella pneumonieae, Clostridibotyricum et Clostridium pasteurianumEn
revanche, a des valeurs tres élevées d’'OLR (152D@tg DCO/L/j), il y a eu un changement de
structure de populations microbiennes avec la ésgirce de bactéries non productrices d’hydrogéne

telles que_actococcuspet Pseudomonasp.

L'optimisation des différents paramétres HRT, SRLR et SLR en fonctionnement continu est a
prendre en considération pour optimiser les perdmeas de production d’hydrogene car ces
parametres optimisés sont propres a chaque fertimmtont le type de bioréacteur, le substrat et/ou

I'inoculum utilisés peuvent différer.

5.2. Latempérature et le pH

La température et le pH sont les parametres lesipiportants de la fermentation car ce sont eux qui
impactent le plus les bactéries, aussi bien auanivée leur croissance qu'au niveau de leur

métabolisme et expression enzymatique (Dabebdeht, 1992 ; Fangt al, 2002 ; Liuet al, 2011).

En condition anaérobie, les bactéries productriddsydrogéne peuvent croitre a différentes
températures : entre 25 et 40°C pour les microrosgaes mésophiles, entre 40 et 65°C pour ceux
thermophiles, entre 65 et 80°C pour les extrémephilet supérieures a 80°C pour les

hyperthermophiles (Leviat al, 2004).

La fermentation mésophile (30-40°C) est en génarplus employée car sa dépense énergétique est
plus faible. De plus, nombreux sont les micro-oigiaes mésophiles présents sont dans la nature
(Madiganet al, 2012). Une étude réalisée sur les cultures mixtésophiles (Mwet al, 2006), a
montré que le rendement en hydrogéne augmentait fdicteur 1,7 (de 0,97 a 1,67 mol/mol) en
passant d'une température de 33°C a 41°C, maitaqueduction d’hydrogene spécifigue augmentait
(de 2112 & 3922 mLg@masse sechi: SOit de 3,7 a 6,8 mmolghasse sechh) €N passant d’une température
de 33°C a 39°C. Au-dela de 39°C, les enzymes mienoles se dénaturent, et une température

supérieure a 41°C peut causer le déclin des migyanismes.

La fermentation thermophile est néanmoins de plusples utilisée en raison de l'obtention de

performances de production d’hydrogene plus élelzéesque le substrat utilisé est complexe, la
fermentation thermophile est avantageuse car umpéeature plus élevée favorise I'hydrolyse des
substrats complexes, ce qui les rend plus dispeilgolubles) pour la biomasse bactérienne et
améliore ainsi la production d’hydrogene. Toutefaisla peut également libérer des inhibiteurs qui

impacteront alors négativement les performancespieluction d’hydrogene. Par ailleurs, les
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températures thermophiles empéchent la croissaxendthanogenes hydrogénotrophes. De plus, les
micro-organismes thermophiles sont plus tolérants fartes pressions partielles d’hydrogéne. Des

résultats contradictoires sont obtenus concerraptdductivité. Certains auteurs (Valdez-Vazquez et

al., 2005) ont observé des vitesses de productios @levées en fermentation thermophile que

mésophile, tandis que d’autres (Waetgal, 2008) ont observé l'inverse justifiant que laissance

bactérienne étant limitée a haute températureoidugtivité restait faible.

La température joue également un réle au niveaumdtabolisme. Différentes redirections du
métabolisme microbien ont été observées danstéaaitire en fonction de la température appliquée.
En effet, Valdez-Vazqueet al. (2005) ont montré que le butyrate était majoritairg7°C et I'acétate

a 55°C avec une production plus élevée d'éthandegbropionate. Yt al. (2002) ont reporté que
I'acétate était majoritaire a 20°C mais diminua85C, pour laquelle les productions de butyrage, d
propionate et d'éthanol étaient plus élevées.aé¥lal. (2006) ont observé que plus la température de
fermentation était élevée et plus la voie prodoetde butyrate était favorisée au détriment dela v

productrice d’éthanol ; ce qui par conséquent, emadt le rendement en hydrogene.

Le pH est un autre paramétre clé de la fermentatizscure car il a un impact déterminant non
seulement, sur la croissance bactérienne et lah&ymt d’enzymes, mais aussi sur l'activité
enzymatique, le potentiel d’oxydo-réduction, le e@s métabolique, la population bactérienne
dominante et la biodisponibilité du substrat (Dakret al, 1992 ; Lay, 2000 ; Fangt al, 2002 ;
Guimireet al, 2015 ; Sinhat al, 2016).

La plupart des bactéries productrices d’hydrogeostridium, bactéries entériques) sont
neutrophiles, c'est-a-dire, que leur pH optimaktdessance se situe entre 5,5 et 8,0 (Madigfaal,
2012). Le pH optimal de croissance étant proprbaiee micro-organisme, il n’existe pas de valeur
universelle, et c’est d’autant plus vrai dans laluces mixtes car plusieurs micro-organismes co-
existent. Nombreuses sont les enzymes impliquéas taproduction d’hydrogéne. Pour que ces
enzymes aient une activité maximale, il est néaesga’elles soient a un pH optimal. Andersthal
(1983) ont montré que l'activii@ vivodes hydrogénases d'une culture acidogene mainteptt5,8
était 2,2 fois supérieure a celle d’'une culture meaiue a pH 4,5. Lorsque le pH est trop faible,
l'activité de I'hydrogénase est inhibée. La prodéuetd’hydrogene étant toujours accompagnée de la
production d’'acides, le pH du milieu diminue au ode fermentation. Il est donc nécessaire de
réguler le pH avec des solutions basiques pour terdmune productivité et un rendement en
hydrogéne élevés. Dans la littérature aucun autearétudié I'influence du pH initial sur la
fermentation avec un pH opératoire régulé. Soitdeteurs se sont intéressés a l'influence du pH
initial sur la fermentation dont le pH opératoirest pas controlé, soit ils ont étudié 'effet dd p
opératoire sur la fermentation. Le pH optimal opigira pour la production d’hydrogéne est en général
compris entre 5,0 et 6,5 (Khanat al, 2004 ; Kawagoshet al., 2005 ; Hawkeset al, 2007).
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Cependant, il arrive que certaines études aieenobin pH optimal a 4,5 (Bastisdatsal.,2012). La
large gamme de pH optimaux est notamment due #@féaesthce de substrat. Le pH optimal pour les
substrats simples est situé entre 5,0 et 6,0 (Ea&g, 2007). Le pH optimal utilisé pour des sulbstra
agro-industriels est compris entre 4,5 et 7,0 aors est compris entre 6,5 et 7,0 pour des sabstr
lignocellulosiques, ou encore a pH 7,0 pour destsats de type fumier/lisier (Guimieg al.,2015)

Par ailleurs, le choix du pH influe sur I'orientatimétabolique. Un pH inférieur ou égal a 4,5 ihdui
un transfert du métabolisme vers la solvantogé@éaa Ginkelet al, 2005). Ohet al. (2003) ont
observé un transfert du métabolisme vers la pramtuctéthanol a un pH inférieur a 5,6. Fang et Liu
(2002) ont montré que la production d’'acétate éaivrisée a un pH de 6,5 alors que celle de bigtyra
était favorisée a un pH inférieur a 6,0. laual. (2006) ont montré que la production d'acétatet étai
optimale a un pH de 5,2 mais que contrairementray Fea Liu (2002), le butyrate s’accumulait en
dessous d’'une valeur de pH de 4,8. La productioprdpionate augmente a des valeurs de pH
supérieures ou égales a 7-8 d’apres Horiethil. (2002) ou 5-6 d’aprés Hwared al. (2004). Enfin,
I'acide formique produit augmente a un pH supéraebr5, alors qu'il est décomposé en hydrogene et
dioxyde de carbone a un pH inférieur a 5,5 (Temeidal, 2007). De plus, le pH peut influencer la
diversité microbienne. Ainsi, I'activité méthanoggure est inhibée lorsque le pH est compris ene 5,
et 5,6 (Li & Fang, 2007). Zoetemeyet al. (1982) ont montré qu’'un pH supérieur a 7,0 favdtrisa

I’'homo-acétogénese.

Les valeurs de températures et de pH optimaleérdiit donc d’'une étude a l'autre, c’est pourquoi il
est nécessaire d’'étudier ces deux paramétres aemagveau changement apporté a la fermentation,

gue ce soit en termes de substrat, d’inoculume eodfiguration du bioréacteur.

Notre étude s’est portée sur I'impact du pH injtahsi que du pH de régulation sur les performance

de production d’hydrogéne dans des conditions mipéeatures mésophiles.

5.3. La pression partielle dans la phase gazeuse et lancentration en gaz dissous

Lors de la fermentation obscure, la production diogene et de dioxyde de carbone géneére la
sursaturation de ces gaz dans le milieu liquiddaypgrise la formation de bulles de gaz diffusassv

la phase gazeuse (Paetsal, 1990 ; Kraemeet al, 2004). Cette sursaturation en hydrogéne dissous
et la pression partielle en hydrogene conditiofm@nhodynamiquement les réactions de production
d’hydrogéne grace aux transporteurs d’électromsnethydrogénases (Tanishbal, 1998 ; Mizunaet

al., 2000 ; Hallenbeck, 2005). Angenezital. (2004) estiment que la pression partielle en hyéine

ne doit pas dépasser 0,3 bar lorsque la ferrédogihgte est oxydée libérant de I’hydrogéne ; @6 b
lorsque le transporteur d’électron NADH est oxydéNAD®. Certains auteurs (Bastidas-Oyanestel
al.,, 2012) constatent que la valeur maximale a atteiqpbur que la production d’hydrogéne soit
possible est beaucoup plus faible : 0,03 bar sajae d’autres considérent que la limite maximale d

étre encore inférieure : 0,001 bar (Hallenbeck 9200
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Un certain nombre de techniques ont été développiéesle faciliter le transfert d’hydrogéne de la
phase liquide vers la phase gazeuse.dtagl. (2000) ont notamment étudié I'influence de I'atyda

sur la production d’hydrogéne, ce qui leur a perdhgptimiser le rendement en hydrogéne de 0,74 a
1,70 mol/mol d’hexoses en passant d'une agitat®rl@0 tr/min & 500 tr/min. L’utilisation d’une
membrane perméable a I'hydrogene, placée en seee la bioréacteur a permis d’améliorer le
rendement de 4,68 a 5,14 mma¥ddglucose (0,84 a 0,92 mol/mol) en réduisant &sgion partielle

en hydrogene du milieu (Liareg al.,2002).

Enfin, l'utilisation d’un gaz de balayage inertellaot dans le milieu liquide permet également de
faciliter le transfert d’hydrogéne des phases dguia gazeuse, en plus qu'il permet de diluer
I’hydrogéne produit, ce qui permet d’augmenter abdrablement le rendement en hydrogéne
(Tanishoet al, 1998). Mizuncet al. (2000) ont réussi a passer d’un rendement de Octsnml a 1,43
mol/mol en utilisant un flux d’azote a 15 mL/minKraemer & Bagley (2008) ont également doublé
leur rendement en hydrogene atteignant 2,00 molnoltilisant un flux d’azote optimisé a 13
mL/min/L. Enfin, Bastisda®t al. (2012) ont obtenu une amélioration de rendement,d@ a 3,25
mol/mol en utilisant un flux d’azote a 40,6 mL/mimpn pas bullé dans la phase liquide mais dans le
ciel gazeux. Kinet al. (2006) ont quant & eux, utilisé un flux de dioxyecarbone 60 mL/min/L qui

a permis d’améliorer le rendement en hydrogene &ssgnt de 0,77 mol/mol & 1,68 mol/mol.
L’inconvénient de cette méthode est la dilutior’ldgdrogene produit qui nécessitera une énergis plu

importante pour sa purification ultérieure (Lag#t al, 2011).

Mis a part le fait que la réduction de la presgamtielle en hydrogéne améliore les rendements en
hydrogéne, la composition des gaz produits infledeanétabolisme (Tanishe al, 1998). Bastisdas

et al. (2012) ont observé que la lactate hydrogénase, ABHN hydrogénase et les réactions
d’homoacétogénése sont impactées par de faiblessipns partielles. L’homoacétogénese est
défavorable a des pressions partielles infériedre3,02 bar et a des concentrations en acétate
supérieures a 10 mM. La production d’hydrogénd'ebaydation du NADH n’est pas favorable a des
pressions partielles supérieures a 0,4 bar, cdsealorsqu’il n'y a pas de flux d’azote utiliggtams,
1994). La réaction devient favorable lorsque lasgian partielle diminue et ce davantage avec un
rapport NAD/NADH faible.

Afin de diminuer la pression partielle en hydrogéia@s le bioréacteur, nous avons choisi dans cette
étude d'utiliser un gaz de balayage pour extradge daz produits par un mode de fonctionnement

semi-batch.
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5.4. Les macro- et micro-nutriments

Les nutriments sont composés d’éléments chimiquesre nécessaires a la croissance microbienne.
Les nutriments requis en grande quantité sont éppelacro-nutriments, alors que ceux qui sont

nécessaires a I'état de traces, sont des microvarits.

En plus de la matiére organique utilisée comme cgode carbone, l'azote est indispensable a la
croissance microbienne. L'azote constitue 13 % aledllule bactérienne, c’est pourquoi, il est
nécessaire a la biosynthése des protéines, dessacittléiques, des co-facteurs enzymatiques et
d’autres substances cellulaires. Utilisé généraitnmous forme d’ammonium, l'azote a une
concentration optimale qui varie entre 0,01 etl7gglon les études (Wargj al, 2009) mais dépend
de la concentration en carbone. Li & Fang (2007) a@pertorié des études dont le rapport
carbone/azote optimal variait entre 3,3 et 130plEB du carbone et de I'azote, d’autres éléments so
nécessaires a la cellule mais en quantité plugefalest le cas du phosphore, élément clé de la
biosynthese des acides nucléiques et des phosidesligui est généralement utilisé sous forme de
phosphates. De plus, ces derniers ont un pouvmipda permettant de limiter les variations de pH
induites par la production d’acides lors de la piaihn d’hydrogene (Wangt al, 2009). Parmi les
micro-nutriments, le fer et le nickel sous leursnies respectives Feet N, sont des co-facteurs
essentiels pour les hydrogénases (hydrogénasd=e|Nit hydrogénases [Fe-Fe]) qui composent leurs
sites actifs (Fregt al, 2002). F& a été le plus étudié, et les teneurs optimalesnolels varient entre
10 et 1760 mg/L (Leet al, 2001 ; Zhanget al, 2006 ; Wanget al, 2008 ; Karadagt al, 2010).
Quant au N, les teneurs optimales sont plus faibles et caaprentre 0,1 et 25 mg/L (Waagal,
2008 ; Karadagt al, 2010). Plus récemment, des nano-particules det fi nickel ont également été
utilisées (Mohanragt al, 2014 ; Taherdanakt al, 2015). En présence d’oxygene, les métaux sont
oxydés en Fé et N, ce qui a 'avantage de réduire les traces éviasue’oxygéne dans le milieu.
Toutefois, Fanget al. (2002) ont rapporté que le nickel faisait parties dix métaux lourds avec le
cuivre, le zinc, le chrome, le cadmium et le plomgj impactaient négativement la production

d’hydrogéne liée a leurs teneurs dans le milieatiéanel.

Dans nos études, nous avons choisi de ne pas ralutgutriments supplémentaires autres que ceux
intrinséques aux biomasses utilisées.

5.5. Les inhibiteurs
Comme énoncé précédemment, certains métaux lourd€té reportés comme inhibiteurs de la

production d’hydrogéne (Fargg al.,2002).

Quéméneuet al. (2008) ont étudié I'impact de trois composés d&rige la lignocellulose libérés lors
du prétraitement physico-chimique de la biomasgeokellulosique : les dérivés furaniques, les

composés phénoliques et les lignines. lls ont eBsen impact négatif sur les rendements en
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hydrogene plus élevé avec les dérivés furaniquesr(dtion entre 69 et 80 %) qu’avec les composés
phénoliques (diminution entre 17 % et 23 %). Saehal.,(2006) ont mis en évidence l'influence
des ions ammonium, issus de la dégradation de fen@arganique, sur la production d’hydrogéne.
lls ont notamment conclu qu'au-dela d'une concéiotinade 2 g équivalent d'azote/L, la production

d’hydrogéne était inhibée.
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6. Améliorations du procédé de fermentation obscure le substrat
6.1. Le substrat

La nature du substrat est un élément fondamengakeadre en compte car il détermine les voies
métaboliques, les acides gras volatils produite e¢tndement en hydrogéene de la fermentation (Arimi
et al., 2015). Plus le substrat est facilement métaboksadtl meilleurs sont les productivités et les
rendements en hydrogene (Hallenbetlal., 2009). C’est pourquoi, de nombreuses d’études 8t so
intéressées a la production de biohydrogeéne ar g#etisubstrats simples tels que le glucose et le
saccharose. Ces substrats modéles ne peuventoieutéfre utilises a grande échelle car ils
concurrencent I'industrie alimentaire. Pour queraduction d’hydrogene par voie fermentaire puisse
rivaliser avec les procédés traditionnels de prodimod’hydrogene, il est nécessaire d'utiliser des
substrats abondants, disponibles, peu chers etsrien sucres (Guet al, 2010). Les biomasses

correspondantes a ces critéres sont des sous-wadkiil'industrie agro-alimentaire (de boisson,

d’huile de palme ou d'olive, laitiére, sucriereg tindustrie papetiére ou des déchets du traitémen
des eaux usées et distilleries et de I'agricult(résidus forestiers, déjections animales, résidus

lignocellulosiques issues de cultures).

Les biomasses issues de l'industrie alimentairedesi distilleries et les eaux usées sont riches en
composés biodégradables dont une partie reprédestesucres fermentescibles. Ces biomasses ne
nécessitent pas toujours de prétraitement pounilites rendements en hydrogéne élevés (Ntakou
al., 2010). En revanche, il est souvent nécessairdlder des biomasses brutes afin de diminuer la
concentration en sucres, parametre pouvant étribitetr pour la production de biohydrogéne
(Koutrouli et al., 2006 ; Davila-Vazqueet al, 2008). De plus, ces biomasses peuvent avoir une
composition chimique assez complexe, incluant difiees substances organiques et inorganiques
avec des concentrations variables, ce qui peutdinta reproductibilité du bioprocédé. Au contraire
certains substrats complexes nécessitent des iféteats afin d’étre assimilables par les micro-
organismes producteurs d’hydrogéne. Le tableau 2emévidence la diversité des substrats utilisés

dans la littérature pour la production d’hydrogénéeurs performances.
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Tableau 2 : Performances de production d’hydrogébinues a partir de différents substrats.

Substrat Culltures Bioréacteur Rendement Productivité Références
mixtes
E 3 i
aux usc_ees G ) Meésophile Continu 1,78 mol/mol 14,13 mmol/L/h Jung et al., 2010
production de café
, , . 5,9 mol/mol Davila-Vazquez et
Présure de fromage Meésophile Batch Iactose 8,10 mmol/L/h al., 2008
Cosse de caroubes Meésophile Continu 0,43 mol/mol 1,53 mmol/L/h zMoliP;ra Eqol
Présure de fromage + , . Gomez-Romero et
déchets de fruits/légumes Meésophile Batch 449,84 mL/g DCO 10,68 mmol/L/h al, 2014
Pulpe de manioc Meésophile Batch 342 mL/g DCO 5,86 mmol/L/h zgiran sk,
Résidus de canne a sucre Thermophile  Batch 49,55 mL/g DCO 32,43 mmol/L/h ;?)25105 etal,
Vinasse de canne a sucre Thermophile  Continu 68,80 mL/g DCO 17,88 mmol/L/h ;gr;‘os el
Mél 3
classe de.betterave a Meésophile Continu 1,57 mol/mol 3,86 mmol/L/h Wu et al., 2013
sucre + purin de porcs sucres
::I,Tllj::e concentree Meésophile Continu 2,1 mol/mol 6,38 mmol/L/h Lay et al., 2010
E . .
awf‘usees d'industrie Thermophile  Continu 2,6 mol/mol 7,62 mmol/L/h Ueno et al., 1996
sucriére
E,alfx usees d BEIESETG Meésophile Continu 2,14 mol/mol 6,60 mmol/L/h Yu et al., 2002
vinicole de riz
Effluent de distillerie de iz Mésophile  Batch 220,58 mL/gDCO 11,10 mmol/L/h ZM()'igra etal,

Parmi tous les substrats cités dans le tableawlpsquels la liste est non exhaustive, on ren@arqu
que ceux issus de l'industrie sucriére (résidusinasse de canne a sucres, mélasses) ont obtenu les
productivités en hydrogene les plus élevées alols geux issus de l'industrie agro-alimentaire

obtiennent les rendements en hydrogene les pluésle

Les différents prétraitements utilisés peuvent @&hémiques (acides, bases, solvant), physiques
(broyage, irradiation, eau liquide chaude, ultrasomicro-ondes), physico-chimiques (oxydant,
traitement a la vapeur d’eau) ou biologiques (ctigmgns, enzymes) (Ntaikoet al, 2010 ; Chengt

al., 2011). L'avantage d’effectuer un prétraitememtlalbiomasse, est d’augmenter la biodisponibilité
du substrat, ce qui participe a I'amélioration dandement et de la production en hydrogéne.
L’inconvénient majeur du prétraitement est de Hoédes composés inhibiteurs de la production
d’hydrogéne tels que les composés furaniques (Belyedméthylfurfural, furfural), les composés
phénoliques, les acides faibles (acide formiquacete acétique) (Quémeneetral, 2012 ; Kumaret

al., 2015). Le seul prétraitement qui ne libére pascoenposés est le prétraitement biologique (Kumar
et al, 2015). S'il n'est pas possible d’éviter la foriatde ces composés pendant le prétraitement
(chimiques, physiques, physico-chimiques) de lanaisse lignocellulosique, il est néanmoins possible
de la limiter en optimisant les conditions (temigsnpérature, pression,...). Les composeés inhibiteurs
peuvent affecter aussi bien la croissance microl@iegue l'activité métabolique. Les composés
phénoliques sont les plus toxiques car ils peugadbmmager les membranes cellulaires. Les dérivés

furaniques interagissent avec les enzymes implajams la fermentation. Les acides faibles non
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dissociés ont la capacité a entrer dans le cyto@astracellulaire de la bactérie, ce qui provogne
changement de pH non favorable (Quémenrstual, 2012). L'impact de ces composés dépend

essentiellement de leurs concentrations et dddeattce des micro-organismes.

La concentration initiale en sucres est un facteyortant pouvant améliorer considérablement la
production d’hydrogéne mais a concentration tragvéd, impacter négativement cette production.
Une fois encore, la concentration optimale en sudentifiée dans la littérature n’est pas la méme
pour chaque étude. Ceci dépend en effet du typilostrat, du type de consortium microbien utilisé,
mais également de la configuration du bioréactélisés C’'est pourguoi, nous avons choisi d’étudier

l'influence de la charge initiale en substrat egiant diverses concentrations (10-100 g éq. DCO/L).

6.2. Les microflores endogénes

Les biomasses riches en composés fermentescibidigrmment également une microflore endogene.
Ainsi, certains auteurs utilisent la biomasse foia comme substrat mais également comme cultures
mixtes : on parle alors de fermentation endogendeoy self-fermentation ». Cette fermentation n’est
gue trés peu étudiée. Kigt al. I'ont utilisé avec succes pour la premiere fois20@9 a partir de
déchets alimentaires. lls ont obtenu des rendeneentydrogene de 1,98 mol/mol et une productivité
de 7,98 mmol/L/h. D’autres auteurs avaient déjésatila fermentation endogéne avant Kémnal.
(2009), mais les rendements en hydrogéne obteaienefaibles : en 2004, Cei al. ont produit 9,14

mL d’hydrogene par gramme de boues de station cifipa ; en 2008, Antonopouloet al, ont
obtenu un rendement de 0,9 mol/mol a partir de datsnde fromage ou de sorghum sucré ; en 2008,
Shimizu et al ont produit 90 mL d’hydrogéne par gramme de mat&fehe a partir de déchets
alimentaires. Plus récemment, en 2012 et 2014, Magbal. ont obtenu des rendements également
faibles de, respectivement, 21,95 mL d’hydrogerregpde matiere séche et de 24 mL d’hydrogene par
gramme de matiére volatile, & partir de déchetdédames. En revanche, ils ont obtenu de bien
meilleurs rendements (1,6 a 2,2 mol/mol glucosetéjoen utilisant le glucose comme substrat avec

des cultures pures de bactéries productrices diggae isolées de leurs précédentes expériences.

L’avantage est que les micro-organismes contenus ldabiomasse sont déja adaptés au milieu et au
substrat. L'inconvénient est que I'on ne peut gasatier (directement) la biomasse microbienne et |

substrat, ce qui peut représenter un obstaclelpsyrocédés continus.
6.3. Le choix des biomasses agricoles issues de la vitiiculture

6.3.1 Introduction

D’apres l'analyse du cycle de vie établie par Romadiget al. (2011), la production d’hydrogéne par
voie fermentaire a partir de biomasse a un co® €ig d’hydrogene. Lorsque I'on compare ce colt &
celui des procédés traditionnels de production dfbgene, celui-ci est trois fois plus élevé.

Cependant, actuellement le transport de I'hydrogemeespond a un pourcentage élevé du codt total
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et fonction de I'éloignement du site de productéfiutilisateur. C’est sur ce parametre qu’il faut
jouer pour rendre compétitif la production biolaggqd’hydrogene, d’'ou la volonté de produire de
I'hydrogéne localement a partir de biomasses Iascateriches en composés fermentescibles. C'est
dans cette logique que le laboratoire s’est ori@sté la valorisation de biomasses issues de ika vit

viniculture.

6.3.2 Procédés de production du vin et de ses sous-pdui
Dans ce paragraphe sont décrits les procédés degiimn du vin afin de comprendre I'origine des

sous-produits viti-vinicoles valorisables.

En fonction du type de vin produit (blanc ou royda)vinification, c'est-a-dire, la transformatido
jus de raisin en vin, sera différente. La figureefrésente les différentes étapes de productionndu

rouge (figure 8a) et du vin blanc (figure 8b).

Marcs deraisin i B i
8a Ra?—:s j’ﬁ Distillation )—> Marcs de raisin épuisés

i Mot érati
G{cl.ppesde_> Exrapgage ‘Ba/e Foulage ‘ out | Macérationet H Pressurage }_, Eaux de ringage
raisin rouges S . g ) S )

Fermentation

$ Vin de presse

‘ Ecoulage ‘

Fermentation malolactique,
Vin de goutte Vinrouge «ssssx:s; > clarification, stabilisation et

mise en bouteille
8b Mais de raicin Distillation Marcs de raisin épuisés

Grappes de raisin
blanches ou rouges =—>| Pressurage

Modt Décantation

Clarification, stabilisation

Bourbes i
Vin blanc s« ® et mise en bouteille

Eaux de ringage Fermentation

N

Filtre presse

Lies

Gdteau de filtration

Figure 8 : Les différentes étapes de vinificatiorbéanc (b) et en rouge (a).

Apres leur récolte a maturation, les grappes dagnraont débarrassées des rafles (égrappage)alans |
cas de la vinification en rouge (figure 8a), pus baies sont éclatées (foulage), ce qui permet de
récupérer la pulpe et le jus de raisin (modQt). Laitrest laissé en contact avec la peau afin que les
matieres colorantes, les tanins et les ardmes sdiffu dans le modt (macération). Le temps de

maceération est variable en fonction du type dergeoherché. Dans le méme temps, la fermentation
alcoolique est réalisée au cours de laquelle,desrés transforment les sucres en alcool (éthanol).
Puis, la macération est stoppée en séparant ldsubes solides (rafles, pépins, peaux) du vin de

goutte par gravité (écoulage). Les marcs imbibés$ sionultanément pressés afin de récupérer le vin
de presse. Ces deux types de vins seront asseogblfisi constituera le vin rouge qui sera ensuite

soumis a une deuxieme fermentation (malolactique)e clarification, stabilisation et filtrationaat

la mise en bouteille.
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La vinification en blanc (figure 8b) differe parrsabsence d’égrappage et de macération. Apres avoir
été récoltées a maturation, les grappes de rdeint lou rouge a jus clair sont pressées, ce quigter

de séparer les marcs du modQt trouble. Une étap#édantation permet de séparer par gravité les
particules en suspension du moQt (débourbage)bbesbes obtenues peuvent étre pressées par un
systeme de filtre presse afin d’en extraire un maxn de moUt clair (étape facultative). Le modtrclai
est ensuite fermenté, ce qui permet de produivinlélanc qui sera ensuite clarifié, stabilisérdilet

mis en bouteille.

A partir des procédés de production de vin, lesgmoduits obtenus riches en matiéres organiques
sont : les marcs, les bourbes, le gateau de ffitrgtésidus solides obtenu a partir de la filatdes
bourbes), les lies (particules en suspension ¢aéss essentiellement de levures récupérées dans le

cuves en fin de fermentation) et les eaux de rie@¢egcupérées aprés rincage des pressoirs).

La France est le plus gros producteur de vin : 8oms d’hectolitres produits en moyenne par an
entre 2000 et 2011 (OIV, 2013). La génération des-produits cités ci-dessus est considérée comme
'un des problémes les plus importants auxquels fdgie face l'industrie mondiale du vin (Christ

al., 2013). Les marcs de raisin représentent 27 %eddement moyen du vignoble qui se situe autour
de 7000 kg/ha en France, et sont composeés de db #épins de raisin, 19,5 % de peau de raisin et 3
% de rafles (FAOSTAT, 2013 ; Toscaabal, 2013). Environ 850000 tonnes de marcs de ratslnde
millions d’hectolitres de lies de vin et de bourlsest collectés chaque année dans les 50 disgleri
vinicoles francaises (IFVV, 2013). Compte tenu desntités élevées produites chaque année par
I'industrie du vin, le décalage croissant entrebfFmes environnementaux et pénurie de combustibles

fossiles, la valorisation des sous-produits esisageable.

La richesse en matiéres organiques des sous-psodtidoles et leurs abondances, ont orienté nos
choix d’explorer le potentiel des biomasses vittsopour produire de I'hydrogene par fermentation

obscure.
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6.3.3 Valorisation des sous-produits par des procédémbiques

Dans ce paragraphe, sont décrites les diverses dei&alorisations actuelles des sous-produits viti

vinicoles par des procédés biologiques autre giertaentation obscure.

Hanget al. (1986) ont utilisé pour la premiére fois les nsade raisin pour la productiatiacide
citrique par fermentation en milieu solide avispergillus nigerlls ont obtenu un rendement de 90 g

d’acide citriqgue/kg de marcs de raisin soit un ement de 60 % a partir des sucres consommes.

Stredonsky & Conty (1999) ont utilisé les marcsrdisin pour produire de lgomme xanthane
(exopolysaccharides) ave@nthomonas campesti@r fermentation en milieu solide. lls ont obtenu
de faibles rendements (10 g/L) et le justifient |gafait que les marcs de raisin sont non seulement

pauvres en sucres, ce qui est relatif, mais ontapacité d’absorption faible.

Botellaet al. (2006) ont utilisé les marcs de raisin pour progllésenzymes xylanase et pectinase
par fermentation en milieu solide avAspergillus awamoriCes enzymes sont notamment utilisées
pour faciliter la clarification du vin et des jug druits. Les marcs de raisins ont été congelés, pu

déshydratés, broyés et stérilisés avant d'étrisésilpour la fermentation en milieu solide.

Hanget al (1986) ont également utilisé pour la premiérs fes marcs de raisin pour la production de
bioéthanol par fermentation en milieu solide avec la micraloaturelle des marcs. lls ont obtenu un
rendement de 53 g d’éthanol/kg de marcs de raisibun rendement de 80 % par rapport aux sucres
consommeés. Plus récemment, Rodrigeteal. (2010) ont produit 50 g d’éthanol/kg de marcsilstés

soit un rendement de 73 % par rapport aux sucresooames aveSaccharomyces cerevisiepar

fermentation en milieu solide.

Dinuccio et al. (2010) ont utilisé les marcs de raisins en présatian inoculum externe pour la
production de méthanepar digestion anaérobie. lls ont produit 116 mLnaé&thane/g de matiere

seche.
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7. Objectifs de la thése et plan de travail
7.1. Objectifs de ce travail de thése

Le principal verrou technologique du bioprocédéfefenentation obscure est I'obtention de faibles
productivités et rendements en hydrogene. La lgkdiphie fait I'état des lieux des différentes voies
possibles d’optimisation du bioprocédé de fermémabbscure en termes de performances de
production d’hydrogene que ce soit par le biais mézo-organismes, du bioprocédé, des facteurs
abiotiques ou du substrat. Les améliorations liées micro-organismes passent notamment par
I'utilisation de co-cultures ou de cultures mixtecelles liées au bioprocédé concernent le type de
bioréacteur et la combinaison de plusieurs biogtésé celles liées aux facteurs abiotiques sont
I'utilisation d’une température et d’'un pH les mieadaptés a la biomasse utilisée, et de macro- et
micro-nutriments nécessaires aux bactéries pradestrd’hydrogene, tout en limitant la pression
partielle en hydrogéne et teneurs des inhibitetésegmts dans le milieu ; enfin, les amélioratioéss

au substrat concernent l'utilisation de substrathes en matiéres fermentescibles, disponibles et
abondants ne nécessitant pas de prétraitementyienti L'étude bibliographique a mis en évidence
qgu’il n'y avait pas de conditions optimales univeiss pour la production d’hydrogene a partir de

différents substrats et micro-organismes.

Dans le but ultime de développer un procédé deugatamh continue d’hydrogéne pour lequel les
productivités et les rendements en hydrogene sartmisés, les objectifs de ce travail de these sont

- d’étudier le potentiel de biomasses riches en megtienétabolisables non encore explorées et de
proposer un procédé de production d’hydrogeneus atlapté a ces biomasses ;

- d'étudier I'influence des parameétres opératoiredesiperformances de production d’hydrogene et
d’identifier les structures des communautés miaohés endogenes ;

- détudier linfluence des caractéristiques endogédes biomasses sur les performances de
production d’hydrogéne et de démontrer I'adaptbdies communautés microbiennes endogénes a la

biomasse.

7.2. Approche expérimentale et méthodologie

D’un point de vue expérimental, ce travail de th&est appuyé sur le fonctionnement optimisé d’'un
bioréacteur semi-batch. Ainsi, les paramétres ¢opiées tels que la température, I'agitation, laeval
de régulation du pH, I'extraction des gaz prodp#s un gaz de balayage, ont été considérés comme

optimaux.

L’étude exploratoire (chapitre 1ll) consiste damspremier temps, a tester le potentiel de prodnctio
d’hydrogéne des biomasses issues de la viti-vinioelet de I'industrie papetiére en tant que sabstr

en présence de cultures mixtes prétraitées theemigot. Dans un second temps, ces biomasses ont
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été testées contrairement a la littérature, aitado tant que substrat et cultures mixtes (feratemt

endogéne) sans ajout de nutriments additionnels.

Les paramétres abiotiques tels que le prétraitethentique, le gaz de balayage, le pH initial giHe
de régulation ainsi que la charge en substratesiite été testés lors de la fermentation endodgne
la biomasse d'intérét afin de déterminer leur ieflce sur les performances de production

d’hydrogéne, sur les voies métaboliques et supdgsilations microbiennes endogenes (chapitre 1V).

Enfin, dans un dernier chapitre (chapitre V), lesriasses d’intérét ont été caractérisées au nideau

leurs compositions physico-chimiques, biochimiquwtsélémentaires afin de déterminer si leurs
caractéristiques endogenes sont liées a leur paogenou a I'année de récolte et ont un impactasur |
production d’hydrogéene et sur les populations baaiées. Différents types de biomasses d'intérét
ont également été testés afin de mettre en évidémiteence de leurs caractéristiques endogénes su

les performances de production d’hydrogene etesupbpulations microbiennes.
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1. Introduction

Ce chapitre est composé de cing parties. La prengencerne le matériel et les conditions utilisés
pour réaliser des fermentations exogéenes et endsgém semi-batch. La deuxieme partie décrit les
techniques et méthodes utilisées pour caractéads@omasse. La troisieme partie expose les aralyse
physico-chimiques réalisées pour déterminer la amitipn du biogaz et des métabolites produits,
ainsi que les concentrations en sucres et les garasnde production d’hydrogene. La quatrieme
partie porte sur les analyses microbiennes et ilewoes réalisées. Enfin, la derniére partie corcern

les analyses statistiques utilisées dans ce manuscr
2. Fermentations en semi-batch

2.1. Fermentations exogenes

Ce type de fermentation consiste a ajouter un lnotexterne a la biomasse utilisée comme substrat.
Alors que différents substrats et donc différetiesnasses ont été utilisés dans ce travail, untgpel
d’'inoculum externe a été mis en ceuvre lors desdrtations exogenes.

2.1.1 Inoculum externe

Des boues activées provenant de la zone anoxie d¢ation d’épuration de I'Eurométropole de
Strasbourg exploitée par la société Valorhin omt étilisées comme inoculum externe lors des

fermentations exogenes.

2.1.2 Substrats

Deux types de biomasses ont été utilisés en tamtsgistrats : des biomasses issues de la viti-

viniculture et des biomasses issues d’une papeterie

+» Biomasses viti-vinicoles

La biomasse ‘bourbes’ est issue de I'étape de d#toam du jus de raisin obtenu aprés pressage des
grappes de raisin. Les bourbes Chardonnay provieroe domaine des Poncétys, en Bourgogne,
guant aux bourbes Pinot Gris, elles proviennerdatuaine Pfister & Dalhenheim, en Alsace.

« Biomasses papetieres

Les biomasses ‘liqueur noire’ et ‘liqueur rougeilisées proviennent du papetier Tambec. Ces
biomasses sont obtenues lors de la fabricatiorétke @ papier soit a partir de bois résineux auanive
du procédé au bisulfite (liqueur rouge), soit atipate matiéres lignocellulosiques au niveau du

procédé kraft (liqueur noire).

2.2. Fermentations endogénes

Dans cette partie, les fermentations sont réaliaépeartir de microflores endogenes aux biomasses,

c'est-a-dire sans ajout d’'inoculum externe, seldssbiomasses sont utilisées en tant que substrat,
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nutriments et consortium microbien. Outre, cellédes en 1.1.2., plusieurs autres biomasses ont été

utilisées provenant de la viti-viniculture.

La biomasse ‘marcs de raisin’ est le résidu sadidiznu apres pressage des grappes de raisin. Cette

biomasse est constituée des grains de raisin &paiskeur jus, des pépins et des rafles.

La biomasse ‘eaux de ringage’ est obtenue en tailetes eaux utilisées pour nettoyer les pressoirs

dans lesquels le raisin est presseé.
La biomasse ‘gateau de filtration’ est le rétentatenu aprés filtration des bourbes par filtre pees

La biomasse ‘lies’ est issue du fond de la cuvefatmentation et est composée essentiellement

d’agglomérats de levures, de cristaux de tartoeahatiere colloidale précipitée.

Les biomasses de cépages Pinot Gris, Gewurztraniiesling, Muscat et Auxerrois proviennent du
domaine Pfister a Dalhenheim, en Alsace ; quantGhardonnay, Pinot Noir, Pinot Noir/Chardonnay

et Aligoté, ils proviennent du domaine des PoncatiZgvaye, en Bourgogne.
Le Pinot Noir est le seul cépage utilisé dans nétwele pour la production de vin rouge.

2.3. Protocoles expérimentaux

Les tests de fermentation ont été réalisés darseuhréacteur double enveloppe de 1 L (Bichi AG)
agité, utilisé avec un volume de 0,7 L de milieactéonnel. Selon les tests, un prétraitement
thermique de 1h a 70°C a été appliqgué au mélangendsise/inoculum ou biomasse/eau de
I'Eurométropole de Strasbourg avec un rapport vadum de 1:14. Le pH du mélange, prétraité
thermiquement ou non, est ajusté a 7,0 a 'aideedsolution de soude a 3M. Le mélange neutralisé
est ensuite placé sous flux d'azote a 50 mL/minléépgar un débitmétre massique (5850E Brooks),
sous température contrélée a 37 £ 1°C, sous agita@ti220 tr/min et a l'obscurité. Ce flux d'azote
permet a la fois d'assurer des conditions anaéradtie'extraire les gaz produits. Le pH est régulé
une valeur> 5,7 par ajout de soude sous forme de pulses diume de 0,5 mL d'une solution de
NaOH a 1M pour la biomasse ‘marcs’ et a 3M pouraleses biomasses, grace a un régulateur de pH
(BL 7916 Hanna Instruments). Toutes les conditiapgratoires énoncées ci-dessus ont été

antérieurement optimisées (Cliehal, 2015).

Le biogaz produit pendant la fermentation est géhé afin de piéger l'eau et les sous-produits
condensables et est reliée a un micro-chromatogragrsh phase gazeuse pour les analyses. La

représentation schématique du montage utiliséderse travail est présentée sur la figure 9.
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Figure 9 : Représentation schématique du montaijeéut

Les protocoles expérimentaux ont été modifiés skderdifférentes études. Dans le Chapitre lll, les
mélanges initiaux biomasse/inoculum ou biomassedealiEurométropole de Strasbourg prétraités

thermiquement ou non, ont été testés.

Les tests de fermentation n'ont pas été systénetigat répétés pour des raisons pratiques de durée
de fermentation (un test dure environ 72 h) et d&énel (un seul bioréacteur).

2.4. Echantillonnage du milieu réactionnel

Lors de la fermentation, des préléevements régutierd0 mL sont réalisés par la vanne de purge du
réacteur et sont centrifugés a 4500 tr/min pen@8nmin. Les surnageants et culots obtenus sont

séparés et stockés a -20°C.
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3. Caractérisation de la biomasse

Seules les biomasses de type ‘bourbes’ ont ét&téaisges avec toutes les analyses présentées ci-
dessous. Les autres biomasses, ‘marcs de rais’ de vin’, ‘gateau de filtration’ et ‘eaux de¢age

des pressoirs’, ont été partiellement caractérisées

3.1. Mesure des matieres seches et volatiles

Les matiéres ont été déterminées selon la norme3QFI0S5.

Une massen; de biomasse est ajoutée a un creuset en porcelgakablement séché et tang, puis,
I'ensemble est incubé a 105°C pendant 24 h. L'&starg évaporée, la masse restante dans le creuset
correspond aux matieres séches (MS). Le creuseti@st pesé apres refroidissement dans un

dessiccateum,. Les matieres séches (MS) se calculent a partiédeation suivante :
(mz—my)
MS kg) =——=*1000 1
9/kg) = =5 * 1)
Le creuset est ensuite incubé dans un four a mausig0°C pendant 2 h. La matiere restante dans le
creuset correspond aux matieres minérales (Mi)creeiset est pesé aprés refroidissement dans un

dessiccateums. Les matieres minérales (Mi) se calculent a padif@gjuation suivante :
. _ (mz—my)
Mi(g/kg) = rEE—— 1000 (2)

La différence de masse entre les MS et Mi corredparx matiéres volatiles (MV).

3.2. Mesure des matieres en suspension et matiéres vdkd en suspension

Un volume de biomasse (correspondant a une massstrfijtré sous vide sur un filtre constitué de
microfibres de verres ayant un diametre de por@,d& um et est ajouté a un creuset en porcelaine
('ensemble filtre neuf et creuset préalablemenhééet tarén’), puis, I'ensemble est incubé a 105°C
pendant 24 h. L'eau s'étant évaporée, la massantestians le creuset correspond a la matiere en
suspension totale (MES). Le creuset est donc gaes sefroidissement dans un dessiccateyr Le
rapport de la différence de masse entre le cretidetet la masse de la biomasse séchée dans le
creuset sur la masse (m) correspondant au volunigodsasse correspond aux MES contenues dans

I’échantillon.

MES(g/kg) = ﬁan-mo) +1000 3)

Le creuset est ensuite incubé a 550°C pendant.@ matiére restante dans le creuset correspond aux
matieres minérales particulaires (MiS). Le creesttpesé apres refroidissement dans un dessiccateur

m’,. Les matieres minérales particulaires (MiS) sewaht & partir de I'équation suivante :

mr,—mig)

MiS(g/kg) =*

La différence de masse entre les MES et MiS coorabpux matieres volatiles en suspension (MVS).

+ 1000 (4)
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3.3. Mesure de la demande chimique en oxygene

La demande chimique en oxygéne (DCO) représenteckure de la quantité d’oxygéene nécessaire

pour oxyder complétement la matiere organique.

Les mesures de DCO sont réalisées par une mackmdeetsur la fraction soluble obtenue aprés
centrifugation a 4500 tr/min pendant 30 min, etlaudraction totale de la biomasse de type ‘bourbes
La matiere organique contenue dans la biomassixgdée a chaud par un mélange de dichromate de
potassium (KCr,O;), d’acide sulfurique concentré {60, et de sulfate d’argent (AgQOL’'exces de
dichromate de potassium qui n'a pas été réduitoes chrome CGf par les matiéres réductrices
(équation 5), est réduit par une solution titréesd#ate de fer Il et dammonium (équation 6).
L'échantillon de biomasse est dilué pour que lauresle la DCO soit comprise entre 300 et 700 mg
OJ/L. 10 mL d’échantillon dilué ou d’eau déminéradisgcontréle négatif), 5 mL de,Kr,O; a 0,04
mol/L et 15 mL d’une solution commerciale$0,-AgSO, concentrée, sont introduits dans un matras.
Une canne réfrigérante est placée sur chague mettrésnsemble est ensuite disposé sur un bloc
chauffant Blchi Digest Automat K-438 a 150°C penddrB80. Une fois les matras refroidis, environ
70 mL d’eau déminéralisée sont ajoutés aux caréfegérantes pour récupérer les éventuelles traces
de dichromate de potassium entrainées par la vapeucontenu du matras ainsi que les eaux de
rincage sont transvasés dans un erlenmeyer ettRgale ferroine sont ajoutées pour titrer I'exa@s

K2Cr,O; par une solution de sels de Mohr (virage du bletiaue rouge).
KyCry0; + 4H,S0, > Cry(S04); + KpSO0,+ 4H,0 + 20, (5)

14H* + Cr,02™ + 6Fe?t — 6Fe3* + 2Cr3* + 7H,0 (6)

3.4. Mesure de la composition en sucres

La composition en sucres de la phase soluble thotaasse : fructose, glucose et saccharose, a été
analysée par chromatographie en phase liquide /aA€QUITY UPLC) avec un détecteur
évaporatif a diffusion de lumiére (ELSD) et uneotwle ACQUITY UPLC BEH Amide (1,4m, 2,1

x 100 mm) composée de particules de silice a pihgtedne (ethylene bridge hybrid, BEH) liées a des
fonctions amides tertiaires comme phase statioenbés échantillons sont préalablement centrifugés
a 15000 tr/min pendant 15 min, puis sont diluéscaue mélange de 75 % Acétonitrile/25 % eau
ultrapure et filtrés a l'aide de filtres seringusgant un diametre de pores de Oi@8. 2 uL du
mélange filtré sont injectés dans la colonne placéme température de 22°C. Le débit de la phase
mobile composée d'un mélange 75 % Acétonitrile/2%&86a ultrapure/triéthylamine a 0,2 % est de
0,13 mL/min. Les conditions relatives au détecteusD sont : un gain de 200, une pression de 40
psi, une température de 40°C du drift tube et ubulgeur « cooling ». L'éluant de la colonne
mélangé a de I'azote est d’abord nébulisé sousdaenfines gouttelettes, puis évaporé dans le tube
de chauffage afin de ne laisser que les solutd,Ha diffusion de la lumiere produite par le page

des solutés au travers d’une source lumineuseesinge dans une cellule optique.
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Un étalonnage externe est utilisé pour quantifesr différents sucres solubles présents dans les

échantillons.

3.5. Mesure de la composition élémentaire

L'analyse de la composition élémentaire de la biksraa été réalisée par spectrométrie d’émission
atomique par torche plasma (ICP-AES = Inductivelyoufled Plasma-Atomic Emission
Spectrometry). Seule la fraction soluble obtenue&spentrifugation et filtration sur un filtre de4B

um est analysée directement par ICP-AES, la fractaale ou le culot de centrifugation de la

biomasse nécessitent quant & eux une minéraligatiaable.

3 mL d’acide nitrique (HN@) Trace Select (Sigma) sont ajoutés a 0,5 g dedsem puis, I'ensemble
est minéralisé par le minéraliseur micro-ondes E&oton Paar) a 200°C pendant 25 minutes.
L'échantillon mélangé a 'argon est nébulisé sausnk de fines gouttelettes et est ensuite entrainé
vers le plasma d’argon a couplage inductif doritda haute température (8000°C) permet d’ioniser et
d’exciter les ions présents dans I'échantillon. tadiations émises lors de la désexcitation des ion
sont séparées via un polychromateur, puis déteqi@esun spectrophotomeétre ICPAES 720ES

(Varian).
Un étalonnage externe est utilisé pour quantiésrdléments présents dans les échantillons.

3.6. Mesure de la concentration en protéines

La détermination de la teneur en protéines desdmssns a été réalisée par le kit Qubit® ProteinyAssa
de ThermoFisher dont la détection est réalisédlparimétrie, en suivant le protocole recommandé

par le fabricant.

4. Analyses physico-chimiques
4.1. Analyse de la composition du biogaz

La composition du biogaz produit est analysée gnelipar un micro-chromatographe en phase
gazeuse (Agilent M200) composé de deux modulegprémier module (module A) permet de séparer
N, O, H, CO et CH grace a une colonne tamis moléculaire 5A (10 m32 Gnm x 30um)
maintenue a 110°C. Le gaz vecteur utilisé estdia@y une pression de 1,7 bar. Le deuxieme module
(module B) permet de détecter et quantifier,@OCH, grace a une colonne capillaire PoraPlot U (8 m
x 0,32 mm x 10um) constituée de divinylbenzéne éthyléne glycol m@mphase stationnaire et
maintenue a 85°C. Le gaz vecteur utilisé est llmla une pression de 1,6 bar. Le détecteur udbsé

un détecteur a conductivité thermique. L'acquisitides données est effectuée au cours de la

fermentation toutes les 10 minutes avec 3 mesw&d decondes chacune.
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4.2. Analyse de la composition en acides gras volatilAGV) et en alcools

La composition en acides gras volatils (AGV) et aoools de la phase liquide : acétate (C2),
propionate (C3), butyrate et isobutyrate (C4 et)jG4lérate et isovalérate (C5 et iC5), hexanoate
(C6), éthanol et butanol, a été analysée par chographie en phase gazeuse (Agilent 7890Q GC)
avec un détecteur a ionisation de flamme (FID)ret ecolonne DB-FFAP (15 m x 0,1 mm x Qi)
utilisant le polyéthyléne glycol modifié avec dacide nitrotéréphtalique comme phase stationnaire.
Les échantillons (surnageants) sont préalablemamtrifigés a 15000 tr/min pendant 15 min, puis,
sont dilués au quart avec de l'eau ultrapure etang@ls avec de l'acide trifluoroacétique a une
concentration de 0,03M avec un rapport volumigude Ces échantillons sont ensuite filtrés a I'aide d
filtres seringues ayant un diametre de pores d& R Les températures de l'injecteur et du détecteur
sont respectivement, de 220°C et 250°C. Quantaltmne, la température est dans un premier temps
maintenue a 70°C pendant trois minutes, puis, @gtnantée avec une rampe de 10°C/min jusqu'a
200°C et enfin, est & nouveau maintenue a 200°@gmerd min. L'hélium est utilisé comme gaz
vecteur & un débit constant de 0,4 mL/min et umsgion initiale de 3,6 bar (le profil de pression
évolue avec le profil de température). Un étaloenegterne est utilisé pour quantifier les AGV et

alcools présents dans les échantillons.

4.3. Analyse de la composition en acides organiques

La composition en acides organiques de la phasedéq: citrate, pyruvate, succinate, lactate,
formiate, tartrate, acétate, propionate, butyristahutyrate, valérate, isovalérate, et hexanoatdga
analysée par chromatographie en phase liquide ipautermance (Agilent 1260 Infinity LC) avec un
détecteur ultra-violet (UV) et une colonne Hi-Pldx(300 x 7,7 mm,8&um) composée d’une résine
échangeuse de cations constituée de billes denstyiginylbenzene greffé de groupements d’acide
sulfonique ayant un diamétre de 7 a 11 um. Unecpl@nane PL Hi-Plex (50 x 7,7 mm,8n) a été
disposée en amont de la colonne afin de protégamwlanne d'éventuels contaminants et ainsi
augmenter sa durée de vie. Le débit de la phaséanobmposée de 92 % d’acide sulfurique a 5 mM
et de 8 % d’acétonitrile, est de 0,6 mL/min. Lebatillons sont préalablement centrifugés a 15000
tr/min pendant 15 min, puis, sont filtrés a l'adkefiltres seringues ayant un diamétre de porés2&
um. 20 pL d’échantillon/standards sont injectés dareolonne placée a une température de 65°C. La
détection des acides organiques est réalisée arglln étalonnage externe est utilisé pour quentifi

les acides organiques présents dans les échastillon

4.4. Mesure de la concentration en sucres

La mesure de la concentration en sucres s’effeparela méthode colorimétrique a I'anthrone
(Dreywood, 1946). Ce dosage permet de mesureutgsstotaux réducteurs. Le dosage a I'anthrone
(ox0-9-dihydro-10-anthracéne) mesure les fonctioagonyles. Il est basé sur la déshydratation

intramoléculaire des oses en milieu acide, a chhesl.dérivés furfuraliques obtenus se condensent
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avec l'anthrone pour donner des produits colorégsvdont lintensité est proportionnelle a la
concentration glucidique. La mesure de la conceairan sucres s’effectue sur le surnageant obtenu
apres centrifugation & 4500 tr/min pendant 30 rhi@échantillon est ensuite dilué pour que sa
concentration soit comprise dans la gamme d’étalgar(20-100 mg/L) réalisée avec le glucose. Le
réactif & 'anthrone (2 % d’anthrone dans de I'acalfurique a 95 %) préparé extratemporanément
est ajouté aux tubes en verre contenant les éttbastétalons avec un rapport volumique 1:2. Ces
tubes sont ensuite plongés dans un bain thermo&t&&C pendant 20 min, puis, la réaction est
arrétée en plongeant les tubes dans de la glacbszurité. L'absorbance des échantillons/étalats e
ensuite mesurée a 625 nm avec le spectrophotothetm@ostaté double-faisceau UV-Visible Cary3

(Varian).

Les teneurs en sucres des fractions solubles emt @éélen fin de fermentation nous permettent de
calculer un rendement en hydrogéne en moles d'lgga® produit par mol d’hexoses consommeés

(mol/mol).

4.5. Bilan de matiere

La transformation de la matiére organique au caerda fermentation obscure est conservée. Des
bilans de matiéres ont ainsi, été réalisés entceraposition organique soluble initiale et findkaur
cela, les sucres, les métabolites et les gaz peoduit été convertis en équivalent DCO (g éq.
DCO/mol) grace a la réaction d’oxydation de la ératiorganique (équation 7) établie par (Angelidaki
& Sanders, 2004).

b
CalaOp + (n +5=2) 0, > nCO; + 5 H,0 ©)

4.6. Modélisation de la production d’hydrogéne cumulée

La production d’hydrogéne cumulée peut étre moéélen utilisant I'équation de Gompertz modifiée.

La productivité en hydrogene a été calculée a mddi I'équation suivante (Lagt al, 1999 ;

Zwieteringet al, 1990) :
H= Hmexp[— exr{%} (2 —t)+1} 6)

ou H est la production d’hydrogéne cumulée (mm@lle,), Hn la production maximale d’hydrogene
cumulée (Mmol/leacter), R la productivité en hydrogene (mmallkeefh), A le temps de latence (h), t
le temps d’incubation (h) et e 'exponentielle de 1
5. Analyses microbiologiques

5.1. Analyses microbiennes

Les analyses microbiennes ont été réalisées, ia gastculots de centrifugation (4500 tr/min, 3G)ni
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stockés a -20°C, a [IlInstitut Botanique, UMR 7156én@tique Moléculaire Génomique
Microbiologique, Département Micro-organismes, G#éas, Environnement, Equipe Adaptation et

Interactions Microbiennes dans I'Environnement.

5.1.1 Extraction de 'ADN génomique

L'’ADN génomique a été extrait et purifié en utilisde kit E.Z.N.A. Soil DNA (Omega) pour la
premiére campagne d'échantillons et le kit Fast DSi#n Kit for Soil (MP) pour les campagnes

suivantes, en suivant les protocoles recommanddsgtabricants.

La concentration d’ADN génomique extrait a été déirée en utilisant le kit Quant-iT™

PicoGreen® (Invitrogen).

5.1.2 Amplification par Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR est une technique rapide d’amplificatiompetant de copier jusqu’a 16ois des segments
d’ADN contenus dans un tube. L'amplificatiam vitro d’'une courte séquence d’ADN située entre
deux amorces d’environ 20 nucléotides chacune esfé grace a l'utilisation d'une enzyme
thermostable ’ADN polymérase (Taq polymérase). Daotre cas, les génes codant pour 'ARNr 16S
ont été amplifiés en utilisant le couple d’amoruagrerselles suivantes : 'amorce 27f marquée en 5’
avec la 6-carboxyfluorescéine (27f*) de séquence AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’
(Weisburg et al, 1991) et [Ilamorce 927r non marquée de séquence 5
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT -3'(Schwieger & Tebbe, 1998).

Chaque mix PCR (volume total de 50 pL) contienttlde tampon iProof 1X (Bio-Rad), 200 uM de
chaque déoxynucléotide triphosphate (dNTP), 0,8 geMchague amorce, 1 U de Taq polymérase
iProof (Bio-Rad) et 50 ng d’ADN (ou moins si I'éaitdlon est peu concentré). Les cycles PCR ont
été effectués a l'aide du Mastercycler thermal ey@Eppendorf). Les conditions sont les suivantes :
une dénaturation initiale de 'ADN a 98°C pendanii, puis, 20 cycles répétés d'une phase de
dénaturation a 98°C pendant 30 s, d'une phase ddation & 52 °C pendant 30 set d’'une phase
d’élongation & 72°C pendant 30 s, suivies d'unpeétiiélongation finale & 72°C pendant 2 min.

La dénaturation a chaud de I'ADN permet d'obtenir [IIADN monobrin. La diminution de la
température permet aux amorces, présentes en ekcesplémentaires des séquences encadrant la
région a amplifier, a se lier a 'ADN simple brinypridation). Puis, I'augmentation de la tempémtur
a 72°C permet a I'ADN polymérase d’effectuer urenghtion des brins d’ADN a partir des amorces.

Ce cycle est répété plusieurs fois afin d’'amplifikrs largement les séquences d’ADN.

Chaque échantillon ADN extrait est amplifié en ltcgt. Les produits PCR obtenus (triplicats) sont
ensuite réunis dans un tube Eppendorf de 200 Lig, pant stockés a 4°C avant d’étre utilisés.

Les genes codant pour I'ARNr 16S amplifiés (0,9 &bint ensuite concentrés avec un concentrateur
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sous vide SpeedVac Concentrator (Savant) afin efobtin volume final de 30 pL, puis sont déposés
sur un gel d’agarose a 1 % en présence d’un margoeéculaire pour s’assurer du bon déroulement
de I'amplification. Les bandes d'intérét sont eteswdécoupées et purifiées avec le kit Geneclean®
Turbo (Mp) selon les recommandations du fabriquBnis, les échantillons sont digérés avec 20 U
des enzymes de restriction alul (AG"CT) ou hhal fGC) (Fermentas) pendant 16 h a 37°C. Les
produits digérés sont ensuite purifiés avec leQfaquick Nucleotide Removal (Quiagen) selon les

recommandations du fabriquant.

5.1.3 Terminal-Restriction Fragment Length PolymorphidwRFLP)

La T-RFLP est une technique d’empreinte moléculgue permet de déterminer la structure des
communautés microbiennes. Cette technique permetodearer trés rapidement et de maniére
visuelle des modifications de structures des pdiomia microbiennes liées a des modifications de

parameétres au niveau de la fermentation par exemple

6 uL d’ADN digéré et purifié ont été ajoutés a 12 gilun mélange de Hi-Di™ formamide et de
standard MapMarker 1000 marqué par la carboxy-Xtahune (ROX) (Applied Biosystems/
Bioventures Inc) avec un rapport volumique 1:20.nh&ange ADN/formamide/ROX a ensuite été
dénaturé a 95°C pendant 5 min, avant d’étre rdfozids la glace pendant 5 min, et enfin, centrifagé
12 000 tr/min pendant 15 min a 4°C.

Les fragments de restriction dénaturés sont sépaméfonction de leur taille par électrophorése
capillaire ABI Prism 3130 XL Genetic Analyser (Apgd Biosystems) en utilisant un polymére (POP-
7™, Applied Biosystems). Chaque amorce 27f* marqegtedétectée, ce qui permet d’obtenir un pic
ayant une amplitude proportionnelle au nombre dgnfients de restriction d'une taille donnée.
Chaque pic représente une population microbiennené Les structures de communautés
microbiennes sont présentées sous forme de graphiguésentant la fluorescence en fonction de la

taille des fragments de restriction (T-RF) obtepogr chaque échantillon (figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique du principéa PCR/T-RFLP.

5.1.4 Traitement et alignement des données de T-RFLP

Pour comparer et aligner les structures de comntésamicrobiennes des différents échantillons, une

normalisation au niveau de la taille des T-RF diad&iorescence a été nécessaire.

Les électrophorégrammes contenant a la fois urdatedrinterne composé de T-RF de taille connue et
les T-RF de I'échantillon de taille inconnue, omn¢ @nalysés avec le logiciel PeakScanner V1.0
(Applied Biosystems) en utilisant la méthode ‘Lo&uthern’ simplifiée. Cette méthode consiste a
calculer des équations quadratiques trois pointstrpé points d’étalonnage a partir des tailles et
temps connus du standard interne. La taille ded=TiFRonnus est ensuite déterminée grace a une
équation choisie pour que la valeur du temps du=TiFRonnu soit comprise entre un point inférieur et
deux points supérieurs de la gamme d’étalonnagsuiten une derniere correction sur la taille des T-
RF calculée est apportée pour tenir compte dudktlmome. En effet, chaque électrophorégramme
contient un standard interne marqué avec le fllomue ROX et des T-RF de I'échantillon marqués
avec le fluorochrome FAM. Pour cela, des équatmmsté déterminées a partir de données collectées

sur 294 échantillons marqués indépendamment asdhlutaochromes FAM et ROX.

Pour normaliser la fluorescence, chaque valeuludedscence a été divisée par la valeur maximale de
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fluorescence respective a chaque échantillon. @ésrments ont permis d’aligner les pics communs

aux différents échantillons.

5.1.5 Abondance relative des pics de T-RFLP

Les hauteurs des pics compris entre 50 et 100@pale base (pb), et ayant une fluorescence
supérieure a 50 RFU ont été sommées pour chaqfie peovaleur de fluorescence de chaque pic a
ensuite été normalisée en la divisant par la somesehauteurs des pics et en la multipliant par 100

pour obtenir I'abondance relative de chaque pic.

5.1.6 Le séquencage des échantillons d'intérét

Le séquencage des séquences d'échantillon d'iraér&t réalisé par INRA Transfert Environnement a
Narbonne a partir de I'’ADN total extrait. Les réggovariables V4-V5 des géenes codant pour I'ARN

ribosomal 16S ont été amplifiées par PCR gracesadmrces spécifiques.

La premiere campagne d'échantillons a été séqueacée le séquenceur Roche 454 GS FLX+
System (XLR 70 sequencing chemistry) alors queckrmpagnes d’échantillons suivantes ont été

séquenceées avec le séquenceur MiSeq (lllumina).

Les analyses de séquencage ont été traitées eyédest (suppression des amorces, des séquences
chimériques,...) par un pipeline informatique dévelppar I'INRA fonctionnant sous Mothur
(version 1.33.2). Les séquences obtenues présdéitaétd’homologie entre elles, ont été regroupées
en séguences uniques, puis en Operational Taxonbmmit (OTU). L'identification de chaque
séquence au niveau taxonomique (phylum et gené&d ealisée sur la base de la taxonomie SILVA
regroupant des séquences de références des edpactEsiennes. Les séquences majoritaires
représentatives des OTU ont été comparées etéaffilaux séquences de références de la base de

donnéessenbankaidé par le logiciel Mothur.

L’identification des espéces microbiennes a étéségau laboratoire en utilisant le logiciel egni
NCBI Nucleotide Blast et les bases de donréesleotide collectior{nr_nt) et16S ribosomal RNA
sequencesSeules les séquences présentant un pourcentagemdarité supérieur a 97 % sont

considérées comme appartenant au méme phylotype.

La diversité microbienne a été estimée via lesceglde Shannon et de Simpson. L'indice de diversité
de Shannon (H) estime la diversité des taxons nast&lans un échantillon environnemental, en
tenant compte du nombre de séquences obtenueshmmue taxon (Mouillot & Leprétre, 1999). Plus

sa valeur augmente plus la population observéegeame diversité élevée.

L’indice de Simpson (D) aussi appelé indice de damce, tient compte du nombre de taxons

observés et de la part de chaque taxon dans ldghigputotale. Cet indice donne plus de poids aux
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taxons les plus représentés. Plusieurs indicesiviesdé sont déclinés a partir de cette définition
Celui utilisé dans cette étude (1-D) rend comptdaderobabilité de sélectionner aléatoirement deux
séquences appartenant a deux OTUs différents. ratredit, plus cette probabilité est élevée, phus |

diversité de I'’échantillon est élevée.

5.2. Analyses levuriennes

Les analyses levuriennes ont été réalisées aillnhdtiniversitaire de la Vigne et du Vin, Equipe

VALMIS, a I'Université de Bourgogne. L'identificain levurienne a été réalisée par PCR/RFLP.

6. Analyse statistique
6.1. Test de Student

Afin de déterminer si les valeurs de performandai®st significativement différentes ou non, let tes
de Student ou t-test a été utilisé. Ce test désignest d’hypothese ou la statistique calculéeswe
loi de Student lorsque I'hypothése nulle est vr8ien principe est le suivant : on veut déterminéa s
valeur d’espérancg d’'une population de distribution normale et d’étgpe s non connu est égale a
une valeur déterminég,. Pour cela, on tire de cette population un échamtide taillen dont on
calcule la moyennex,,, et l'écart-type empiriques. Selon I'hypothese nulle, la distribution
d'échantillonnage de cette moyenne se distribuealssi normalement avec un écart types/vn.

La variable ci-dessous suit alors une loi de Studeec n-1 degrés de liberté :

_ Xmoy—Ho
b=" ©

6.2. Test de corrélation de Pearson

La corrélation de linéarité entre deux variabdext ya été estimée par le coefficient de Pearson :

r= Y Xiyi—nxy (10)
\/Z xiz—nfz*\/z yi-ny?

Puis, la significativité a été déterminée selofofaule ci-dessous avec n-2 degrés de liberté :

£ = (11)
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Chapitre lll. ETUDE DE FAISABILITE DE LA
PRODUCTION D’'HYDROGENE PAR VOIE FERMEN -
TAIRE ENDOGENE A PARTIR DE DIFFERENTES
BIOMASSES
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1. Introduction
1.1. Objectifs

La bibliographie fait I'état des lieux des posstbd pour optimiser les performances de production
d’hydrogéne. L'une delles est I'amélioration de paoduction d’hydrogéne par la sélection du

substrat.

Le sucre étant la principale source a partir deiddg I'hydrogene est produit, nombreuses sont les
études ou le glucose et le saccharose ont étgéégtiitomme substrats pour produire de I'hydrogene
(Chenet al, 2003 ; Fanget al, 2002). Toutefois, leur utilisation & grande élhpbur la production

de biocarburants a eu pour effet indirect d’augereld prix des ressources alimentaires notamment
par l'utilisation de voies fermentaires sur desnmgses sucriéres (canne a sucre) pour la production
de bioéthanol. Par conséquent, nombreuses sorédtlees ou les auteurs utilisent désormais des
biomasses organiques agricoles (résidus de casmer@, cosse de caroube,...), industrielles (présures
de fromage, eaux usées d'industrie sucriére,...) anicipales (déchets ménagers, eaux usées,...)
contenant des matieres métabolisables mais coasglé@omme déchets (Choeigal, 2009 ; Guaet

al., 2010 ; Li & Fang, 2007a ; Urbaniec & Bakker, 8Dlafin de ne pas concurrencer le secteur agro-
alimentaire (Da®t al, 2008). Les biomasses possédant les criteresragsig@uoet al, 2010) : riches

en sucres fermentescibles, abondantes, dispordblesu colteuses, sont des candidates idéales pour
produire de I'hydrogéne a partir de ressourcesueglables. Répondant a ces critéres et pour cette
étude exploratoire, nous avons sélectionné unpyipeipal de biomasse non encore explorée a ce jour
pour la production d’hydrogene par fermentationcabs : la biomasse ‘bourbes’ de raisin, issue de la
viniculture. Pour rappel, les bourbes de raising sssues de I'étape de décantation du jus denraisi

obtenu apres pressage des grappes de raisin.

Jusqu’a ce jour, les études réalisées sur la featien obscure se sont focalisées, non seulemant, s
le prétraitement de la biomasse complexe utilis&eefget al, 2011; Ntaikouet al, 2010), mais
également sur l'ajout, presque systématique, diwtulum bactérien prétraité (Rext al, 2008 ;
Singh & Wahid, 2015 ; Valdez-Vazque# al, 2006 ; Yin & Wang, 2016) ainsi que de macro-
nutriments (N, P, S) et éléments traces (Fe, K, MgCa, B, Mo, Zn, Co, Cu, Mn) (Hawkez al,
2007) a la biomasse utilisée comme substrat. Squlelsues études, se sont essayées a ne pag utilise
d’inoculum microbien externe mais uniqguement laroflore bactérienne endogéne contenue dans des
biomasses (Kinet al, 2009 ; Maronet al, 2014 ; Shimizwet al, 2008).

Hwanget al (2011) ont étudié la faisabilité de produire dgydrogéne par fermentation obscure a
partir de fruits mars (raisins, pommes et poire&)masse proche de celle utilisée dans notre étude
bien gu’elle concurrence l'alimentation humainenB#eur étude, des fruits mars sont mélangés a de

'eau distillée avant d’étre_broyés et utilisés combiomasse en présence d'un inoculum externe
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(boues issues d’'un digesteur anaérobie d’une stdté&puration) prétraité thermiguement auquel des

nutriments (N, P, S, K, Mg, Mn, Fe, Cu, Co, Na) tsadditionnés. lls obtiennent les plus faibles
valeurs de volumes d’hydrogéne produit et de remhesnen hydrogéne a partir des grappes de raisin

(respectivement, 0,31 HE!L,éacteur et 0,1 qu,zlmoIg.ucose d’hydrogéne par mol de glucose) en
comparaison aux pommes ou aux poires (respectivend a 4,5 l.‘Z/Lréacteur et 14 a 2,2
moIHZ/moIgmcosg. IIs justifient 'obtention de ces faibles valsipar le fait que selo@oiii et al, 2005,

les pépins et/ou les pellicules des raisins poemtanhiber la production d’hydrogene notamment par
leurs teneurs élevées en polyphénols et en fiirestefois, lorsque I'on regarde les concentrations
totales en métabolites (éthanol, acétate, propeoriaityrate et valérate) produits et la quantité de
sucres consommes, on s’apercoit que les concemisatdtales en métabolites sont plus faibles pour
les grappes de raisins que les pommes ou les paid@s les quantités de sucres consommeés sont
identiques aux autres fruits voire méme légerersapérieures. Par ailleurs, aucun bilan carbone n’'a

été réalisé. Ces observations permettent de cenduant a la présence d’autres métabolites

représentatifs de bactéries consommatrices dessuele que le lactate.

Guo et al. (2014) ont étudié la potentialité d'utiliser dedsuats organiques solides encore jamais
explorés pour la production d’hydrogéne par ferrmgom obscure. Parmi ces substrats, des marcs de
raisin ont été testés apres les avoir cryo-lyopddlidans une atmosphere dépressurisée,_puis, broyés

Les broyats de marcs de raisin, mélangés a unéokampon et a un inoculum externe (boues de

digesteur anaérobie traitant la vinasse) prétthgémiquement & 90°C pendant 10 min puis, stockeé a

20°C et sans ajout de nutriments additionnels entjs d’obtenir le volume d’hydrogéne le plus
faible parmi toutes les biomasses testées (pomuméehets de légumes, tiges de topinambour,...) et

égale al mhzlgmaﬁére seche LES auteurs justifient cette faible productiom leafait que ce substrat soit

particulierement riche en protéines, ce qui n'es favorable a la production d’hydrogéene. D’autres
études corroborent également le fait que des substiches en protéines produisent peu ou pas
d’hydrogéne lors de la fermentation (Dagtgal, 2009 ; Kapdan & Kargi, 2006).

Dans les études de Hwamgal (2011) et Gucet al. (2014), les raisons évoquées pour justifier les
faibles valeurs de productions et de rendementsydrogéne obtenues a partir des grappes de raisin
mdres et des marcs de raisin, ne sont pas claitedtedvlies. En effet, est-ce le prétraitement éfi&c
sur la biomasse qui libere des composés inhibitdarta production d’hydrogene ? Ou bien est-ce

I'utilisation d’un inoculum externe qui n’est padagté a la biomasse (substrat) ?

Kim et al (2009) ont étudié pour la premiere fois avec éscda faisabilité de produire de

I'hydrogéne par fermentation endogene de la biomassst-a-dire, que la biomasse est utilisée a la

fois comme substrat et consortium microbien. Lamaisse utilisée était constituée des déchets

alimentaires issus d’'une cafétéria qui ont_été ésppuis, prétraités thermiquement ou chimiquement.
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Aucun nutriment additionnel n'a été ajouté. lls doent sur la faisabilité de produire de I'hydrogén

a partir de déchets alimentaires prétraités a @lant 20 min avec des valeurs de rendements de

2,05+0,35 mQJZ/moIf1exose consomm€l de volumes d’hydrogéne produit de 153 + 24@)@%@,9 seche

D’autres auteurs (Maronet al, 2014 ; Shimizuet al, 2008) ont étudié la faisabilité d’utiliser des

déchets de fruits et/ou de légumes pour produird’nyelrogene par_fermentation endogéne sans

effectuer de prétraitement thermique ni ajout deriments additionnels. lls concluent que la
fermentation endogene est faisable a partir dedéebkets sans production de méthane et dans les

conditions indiquées précédemment mais avec desunglfaibles de production d’hydrogéne :

feSpeCtiVement 90 m‘zjgmatiére séch@t 24 ml-Hz/gmatiére volatile

Par ailleurs, Kimet al. (2009), Shimizuet al. (2008) et Maroneet al. (2014) ont montré, trés
récemment, la faisabilité d’'utiliser le consortiumicrobien endogéne de la biomasse pour la
production d’hydrogene. Toutefois, la nécessitétiliser un prétraitement thermique semble étre

nécessaire a I'obtention de meilleures performadegzoduction d’hydrogene.

Compte tenu de ces études antérieures, nous akioiss de ne pas ajouter de nutriments additionnels
au milieu réactionnel afin de tester d’une parfpdéentiel de production en hydrogene de différente
biomasses riches en sucres fermentescibles et mooree explorées a ce jour, en présence d'un
inoculum externe prétraité thermiquement ou nod'atitre part, de tester la faisabilité d'utiliser |

biomasse comme substrat et consortium microbiegffentuant ou non un prétraitement thermique.

Ce chapitre, est composé de deux parties. La prenpartie porte, d’'une part, sur la possibilité
d'utiliser différentes biomasses issues de laréligiticole et de I'industrie papetiere en tant que
substrat (fermentation exogéne), et d'autre part, I8 potentiel de production d’hydrogene de
différentes biomasses en tant que substrat et gamsomicrobien (fermentation endogéne). Les
performances de production d’hydrogene et les métab produits obtenus ainsi que les structures
des communautés microbiennes identifiées en famaties différents tests de fermentation sont

abordés.

Les biomasses viticoles et papetiéres ont été ielsofour leurs compositions riches en matiéres

fermentescibles ainsi que leurs accessibilitéswgslabondances.
Ce travail est fondé sur les postulats suivants :

() les biomasses utilisées étant issues de I'agrieuktt de I'industrie ne sont pas stériles, elles
contiennent une flore microbienne endogéne ;
(i) cette microflore endogene est adaptée a la biomalsepermet de la biodégrader de maniere

plus aisée par rapport a un inoculum externe ;
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(i) la diversité microbienne des biomasses pouvant égece, il est nécessaire d'effectuer un

prétraitement thermique afin d’éliminer les micrg@nismes consommateurs d’hydrogene.

1.2. Mise en ceuvre dans le bioréacteur

Cette étude préliminaire et exploratoire s’appuiels fonctionnement optimisé du bioréacteur semi-
batch (Clionet al, 2015). Les paramétres opératoires considérésmeomptimaux sont: une
température de fermentation de 37°C, une agitateo220 tours par minute (tr/min), un débit de 50
mL/min d’azote utilisé comme gaz de balayage podrage les gaz produits par bullage dans le
milieu fermentaire. Le pH a été régulé a une valypérieure ou égale a 5,7 et le pH initial a été
ajusté a une valeur égale a 7,0.

Dans la premiére partie de I'étude, les biomaseegété utilisées en tant que substrat en préséane d
inoculum externe. Ce type de fermentation seralégpementation exogéene. Les inocula utilisés sont
des boues activées provenant de la zone anoxiea dstdtion d’épuration Urbaine (BSU) de
I'Eurométropole. Les biomasses agricoles et indkls testées comme substrats sont : les biomasses
de type ‘bourbes’ Chardonnay (BCh) provenant dualoede Poncétys, en Bourgogne et Pinot Gris
(BPG) provenant du domaine Pfister, en Alsaceessies vendanges 2012 ; les biomasses de type
‘ligueurs’ rouges (LiR) et noires (LiN) provenant dlindustrie papetiére Tambec afin de tester un

déchet de l'industrie. La figure 11 résume les famtations réalisées avec les différentes biomasses.

Biomasses Inoculum Prétraitement Fermentation Paramétres
(50 mL) (650 mL) (1ha70°C)
BCh > H’J * Productiond’H,
e
_ ‘ \ —> LH X * RendementenH,
BPG = 1.
—> * X ¢ Productivité enH,
_— i
o —> &
LiN ] I Rapport H,/CO,
— —rd
_— ok
N BSU —> & + Tempsde latence
LiR >
Ajustement pHy 3 7,0 37°C, 20 trfmin ° Productionde métabolites
N, =50 mL/min

. >
PHeguaton25,7 Analyse des structures des

populations microbiennes

X signifie que ces fermentations n’ont pas été réalisées

Figure 11 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester le potenteepdoduction
d’hydrogéne de différentes biomasses en fermentatiogéne avec ou sans prétraitement thermique.

Dans la deuxieme partie de I'étude, les biomassegté testées a la fois en tant que substrats mais
également, en tant que consortia microbiens (figite Ce type de fermentation sera qualifié de
fermentation endogene.
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Biomasses Dilution Prétraitement Fermentation Parameétres
(50 mL) (650 mL) (1ha 70°C) N
> g e Productiond’H,
| | L S L.H X * RendementenH,
2 T —> H-'l e Productivité en H,

— -
oyl —> &
LiN — ) Rapport H,/CO,
— — >
R )
€au —> J:_H X * Tempsde latence
LiR > g
e Production de métabolites
Ajustement pH, 3 7,0 37°C, 220 tr/min uet :
N, =50 mL/min
H, ¢gutation= 5,7
X signifie que ces fermentations n’ont pas été réalisées p régulation ! ° Analyse desstructures des

populations microbiennes

Figure 12 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester le potenteepcbduction
d’hydrogéne de différentes biomasses en fermentatidogéne avec ou sans prétraitement thermique.

Lorsque le prétraitement thermique de 1h a 70°Ctéaudilisé, il a été réalisé sur le mélange
substrat/consortium microbien, sans gaz de balayage
2. Performances de production d’hydrogéne par voie fanentaire

2.1. Evolution de la production d’hydrogene par fermentaion exogéne

La figure 13 représente I'évolution de la productidhydrogéne au cours du temps, obtenue par
fermentation exogene, en fonction des différentesnasses utilisées comme substrats complexes

apres avoir effectué ou non un prétraitement thgueni

4,0

——[BSU + Bourbes Pinot Gris] prétraitées
3,0

——[BSU + Bourbes Chardonnay] prétraitées

[BSU + Bourbes Chardonnay]

2,0 -

——[BSU + Liqueur Rouge] prétraitées

10 [BSU + Bourbes Pinot Gris]

Volume d'hydrogéne produit (L/L)

——[BSU + Liqueur Noire] prétraitées

0,0

40

Temps (h)
Figure 13 : Evolution de la production d’hydrogée litre par litre de milieu réactionnel au cours temps obtenue par
fermentation exogéne avec ou sans prétraitemernnthae a partir de différentes biomasses. (BSU md®ode Station
d’épuration Urbaine)

La figure 13 montre d'une part I'influence du pegtement thermique sur la production d’hydrogéne,
et d’autre part I'influence du type de substrat plexe sur le potentiel de production d’hydrogene.

L'allure générale des courbes est similaire : apresemps de latence d’environ 5 h, le consortium
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microbien produit de I'hydrogene avec une proditétivnaximale pendant quelques heures a une
dizaine d’heures en fonction des tests, puis lalymtion d’hydrogene est ralentie jusqu'a devenir
nulle. Cette allure de courbe, liée a la courberdéssance microbienne (Zwieteriegal, 1990) est
transposée a la production d’hydrogéne. La prodadinale d’hydrogene obtenue par fermentation
exogeéne (avec consortium microbien externe) efirdifte en fonction des tests et peut étre regeoupé
en trois niveaux de production : un premier niveamposé des ‘bourbes’ (Chardonnay et Pinot Gris)
prétraitées thermiquement ayant les productiongdidgene les plus élevées (respectivement 2,4 et

2,1 LHZILréacteu) ; un deuxiéme niveau composé des biomasses ‘esuf@hardonnay et Pinot Gris)

non prétraitées thermiquement et ‘liqueur rougétnaitée thermiqguement ayant des volumes de

production d’hydrogéne trois fois plus faibles d@d® niveau (entre 0,5 et O,7HyL,éacteu) ; et, enfin

un dernier niveau composé de la biomasse ‘liqueniren prétraitée thermiqguement ayant une

production en hydrogene quasiment nulle (O,Qz’lu*éacteu).

Lorsque le prétraitement thermique est réalisé,remarque que seules les biomasses agricoles

permettent de produire des volumes d’hydrogénesélesspectivement de 2,1 et 2,42/L,éactewpour

les biomasses ‘bourbes Pinot Gris’ et ‘bourbes @dramay’, contre respectivement 0,01 et 0,7

LHZ/Lréacteurpour les biomasses ‘liqueur noire’ et ‘liqueur geu Ceci peut s’expliquer par le fait que

les biomasses industrielles sont faiblement conéesten sucres solubles. En effet, les biomasses
‘liqueurs’ sont composées de polysaccharides coraplalors que les biomasses ‘bourbes’ sont, quant
a elles, composées majoritairement de glucoseietbBe (analyse réalisée par UPLC-ELSD), hexoses
directement assimilables par les bactéries prodestd’hydrogene. La biomasse ‘liqueur rouge’ est
composée majoritairement de polysaccharides rigriémicellulose et cellulose ; et minoritairement
(jusqu'a 10 %) de sucres solubles. En revanchdigleeur noire est composée principalement de
lignine et d’hémicellulose (Petit-Conil, 1999), se& non assimilables directement par les bactéres,
qui peut expliquer le potentiel de production d'fggene quasiment nul. Un prétraitement additionnel
libérant des sucres solubles de ces polysacchas@ta# alors requis pour utiliser cette biomassa p

la production d’hydrogéne, tel qu’il est pratiguetueellement sur les déchets lignocellulosiquesdpar
agents de traitements chimiques (acides, basegnspl physiques (broyage, irradiation, eau liquide
chaude, ultrasons, micro-ondes), physico-chimig(e@s/dant, traitement a la vapeur d'eau) ou
biologiques (champignons, enzymes) (Chenhgl., 2011 ; Ntaikotet al,, 2010). Les concentrations en
sucres étant équivalentes pour les biomasses ‘egueb ‘liqueur rouge’, la différence de volumes
d’hydrogéne produit peut s’expliquer par le faieda prétraitement effectué sur la biomasse ‘liqueu
rouge’ libére des produits de dégradation tels dpsedérivés furaniques, des composés phénoliques
ou de la lignine, inhibiteurs a partir d’'une corication de 1 g/L de la production d’hydrogene
(Quémeéneuet al, 2012).

Concernant linfluence du prétraitement sur la piaitbn d’hydrogéne, on remarque que les
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productions d’hydrogéne sont trois fois plus élevémvec prétraitement thermique que sans
(respectivement 2,1 et 2,4, )1 sactewrcontre 0,5 et 0,7 L /L sacieurpoOUr les biomasses ‘bourbes Pinot

Gris’ et ‘bourbes Chardonnay’). Ceci est en accakec la littérature (Wangt al, 2011 ;
Baghchehsaraeet al, 2008). En effet, les boues de station d'épunationt constituées d'une
abondante flore microbienne comprenant notammerdg de@cro-organismes consommateurs
d’hydrogéne et/ou en compétition vis-a-vis des esigorésents dans le milieu. Méme si la non
détection de méthane suggéere I'absendediieae cela ne permet pas d’affirmer I'absence d’autres
micro-organismes hydrogénotrophes (bactéries harétegénes,...), ni de micro-organismes
compétiteurs (bactéries lactiques,...) vis-a-vis wltre.

Cette premiere étude exploratoire montre clairerfeefdisabilité d'utiliser les biomasses ‘bourbes’
‘liqgueur rouge’ en tant que substrat par les mmmganismes exogenes producteurs d’hydrogene aprés
avoir effectue un prétraitement thermique. De plusnotera une activité microbienne sans traitement
thermique de la biomasse ‘bourbes’, certes tras glus faible en volume d’hydrogéne produit, mais
tout de méme significative. Des études antériergalisées au laboratoire ont montré qu'un volume
de 37,1 ml/keacteu@ €t€ produit a partir des boues de station d'déjpuraeules.

2.2. Evolution de la production d’hydrogene par fermentdion endogene

L'activité microbienne des mélanges non prétraifésrmiqguement de biomasses et boues étant
significative, nous nous sommes intéressés au fetele production d’hydrogéne de la biomasse

seule sans apport d’inoculum externe (fermentaiaogene).

La figure 14 représente I'évolution de la productdihydrogéne, au cours du temps, obtenue par
fermentation endogene, en fonction des différebtemasses utilisées a la fois comme substrat et

consortium microbien, aprés avoir effectué ou noprétraitement thermique.

4,0

Bourbes Pinot Gris prétraitées

Bourbes Pinot Gris

Bourbes Chardonnay prétraitées
2,0 A
Bourbes Chardonnay
Liqueur Rouge

—— Liqueur Rouge prétraitée

Volume d'hydrogéne produit (L/L)

0,0 ; T T T
0 20 40 60 80 100

Temps (h)

Figure 14 : Evolution de la production d’hydrogéme cours du temps obtenue par différentes biomadgsges comme
substrat et consortium microbien avec ou sans aitétment thermique.
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L’allure générale des courbes est similaire au graphe précédent, mis a part pour le temps de
latence qui est plus élevé et varie entre 10 9t @n fonction des biomasses. Lors de la fermentat

exogene, ce temps de latence était réduit & 4 I5 du car les micro-organismes producteurs
d’hydrogéne étaient plus nombreux, provenant aikade la biomasse (volume de 50 mL) mais aussi,
des boues (volume de 650 mL). En revanche, lois dermentation endogéne, la source de micro-
organismes provient uniquement de la biomasse fwlde 50 mL). Par conséquent, le temps
nécessaire a la croissance microbienne est plug &esque la taille du consortium bactérien est
réduite (Swinneret al, 2004). Deux groupes se distinguent au niveala geoduction finale cumulée

en hydrogene : un premier niveau de production dftgene compris entre 2,3 et 3,{§2/Lréameur

constitué par les biomasses agricoles (avec etmatraitement thermique) et un deuxiéme niveau de

production d’hydrogéne compris entre 0,5 et mgméacteurcomposé de la biomasse ‘liqueur rouge’

(avec et sans prétraitement thermique). Ces volwuoaséquents d’hydrogéne constituent un point
majeur et permettent de valider contre toute adtent activité microbienne productrice d’hydrogene

émergente avec traitement thermique mais égalesaesttraitement thermique.

Comme observé précédemment, les biomasses présraiéurbes’ montrent des potentiels de
production d’hydrogéne plus élevés que la biomaségaitée ‘liqueur rouge’ : respectivement 3,6 et

2,6 LHz/L,éacteur contre 0,5 L.zlLréacteurobtenus pour les biomasses prétraitées ‘bourbast Eris’,

‘bourbes Chardonnay’ et ‘liqueur rouge’. Lorsquennl’ compare ces résultats aux valeurs
précédemment obtenues avec un inoculum externeipééthermiquement (respectivement 2,1 ; 2,4 ;

0,7 LH2/Lréacteurpour les biomasses ‘bourbes Pinot Gris’, ‘bour@bardonnay’ et ‘liqueur rouge”), ils

sont supérieurs pour les biomasses agricoles @ienfes pour la biomasse industrielle. De ce ffait,
est mis en évidence que les biomasses agricoleé®moent un consortium microbien sélectionné par
le traitement thermique plus performant que lesebale station d’épuration ; alors que le consortium
microbien endogéne de la biomasse ‘liqueur rougé’'neoins performant que celui des boues de
station d'épuration. D’autre part, il est importalat noter que les fermentations ont été réalisdes s
ajout additionnel de nutriments. En conséquencg, limmasses contiennent non seulement un
consortium microbien actif pour la production d’nggéne mais également les nutriments nécessaires

a leurs croissances et leurs métabolismes.

En comparant les biomasses prétraitées a cellasanti pas été prétraitées, on remarque que saule |
biomasse ‘liqueur rouge’ a un potentiel de productd’hydrogene plus élevé sans prétraitement
gu'avec prétraitement thermique. Ceci peut s’ex@igpar le fait que la biomasse ‘liqueur rouge’
contienne des micro-organismes non sporulés predigtd’hydrogéne mais thermo-sensibles. Par
ailleurs, la valeur de production d’hydrogéne obhtepar la biomasse ‘liqueur rouge’ est identique a

celle précédemment obtenue avec un inoculum piéti@,7 LHZ/L,éacteu). Ainsi, le consortium

endogene non prétraité de la biomasse ‘liqueurg’caigin potentiel de production d’hydrogéne aussi
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élevé que celui de I'inoculum externe prétraité.Idvia cela, les valeurs de production d’hydrogene
obtenues par cette biomasse restent tout de méateedois inférieures a celles obtenues par les

biomasses agricoles.

Concernant les biomasses agricoles, les valeupsadfeiction d’hydrogéne sont respectivement 14 %
et 30 % inférieures pour les ‘bourbes Chardonnaybeurbes Pinot Gris’ a celles ayant subi un
prétraitement thermique, mais supérieures ou égatedles obtenues par fermentation exogene avec
prétraitement thermique, ce qui est remarquable.pDe, les valeurs obtenues par fermentation

endogene sans prétraitement thermique (respectite)d et 2,8 L;ZlLréacteur pour les biomasses

N

‘bourbes Chardonnay’ et ‘bourbes Pinot Gris’) semviron 10 fois supérieures a celles de la
littérature (Hwanget al, 2011) pour des raisins mars mixés testés en mrés#un inoculum externe
prétraité thermiquement. Par ailleurs, on remamue le temps de latence est plus faible lorsque la
biomasse n'est pas prétraitée et cela est d’aplastvrai avec la biomasse ‘bourbes Chardonnay’.
Ceci met en évidence une adaptation déja acqusseatesortia microbiens endogénes a leurs milieux,
ce qui leur permet de dégrader plus rapidemergdeses en hydrogéne. En conséquence, ce procédé
peut s'affranchir du prétraitement thermique, dépednergétique colteuse.

Ces résultats montrent clairement et pour la premfeis la faisabilité d'utiliser les biomasses
‘bourbes’ et ‘liqueur rouge’ a la fois en tant gsgbstrat mais egalement en tant gue consortium
microbien, sans ajout de nutriment additionneld'nitilisation de prétraitement thermique, pour la

production d’hydrogene avec des volumes produitpéseurs ou égaux a ceux obtenus par

fermentation exogene avec prétraitement thermique.

Les biomasses agricoles ayant des potentiels dieigtion d’hydrogéne beaucoup plus importants que
les biomasses industrielles ‘liqueur rouge’ oudkgr noire’, seules celles-la seront étudiées aeani
de leurs performances de production, et analys¢esvaau des métabolites produits et des structures

des communautés microbiennes (T-RFLP).

2.3. Performances de production d’hydrogeéne

Les performances de production d’hydrogéne obteaueartir des biomasses ‘bourbes’ utilisées en

tant que substrat et/ou consortium microbien, gitégs ou non, ont été regroupées dans la figure 15
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Figure 15 : Performances de production d’hydrogébé&nues a partir des biomasses ‘bourbes Chardonetzpourbes
Pinot Gris’ utilisées en fermentation exogéne odagigéne, avec ou sans prétraitement thermique :ymidté (a),
production (b) et rendement (d) en hydrogene, etentration en substrat (c).

Les résultats de la figure 15a indiquent que lméstation exogéne de la biomasse prétraitée awbten
les productivités les plus élevées, que ce soit pEsi‘bourbes Chardonnay’ ou les ‘bourbes Pinot
Gris’ : respectivement 8,91 mmol/L/h et 8,18 mmdi/LLes valeurs de productivités des autres
fermentations sont 2 & 5 fois plus faibles queecetitenue par la fermentation exogene de la bi@nass
prétraitée. Les valeurs de productivités en hydregéespectivement obtenues en fermentation
endogéne a partir des ‘bourbes Chardonnay’ etlomsbes Pinot Gris’ sont égales a 2,97 mmol/L/h
et 3,80 mmol/L/h, ce qui est cohérent puisgqueriori la taille du consortium microbien est quatorze
fois plus petite en fermentation endogene qu'emnéertation exogéne. Enfin, les productivités
obtenues en fermentation exogene sans prétraitatadatbiomasse et en fermentation endogéene avec
prétraitement de la biomasse different en fonctienla biomasse. Les ‘bourbes Chardonnay’ ont
obtenu la productivité la plus faible en fermemtatendogéne avec prétraitement (1,78 mmol/L/h) et
une productivité intermédiaire en fermentation & (4,54 mmol/L/h). A l'inverse, les ‘bourbes
Pinot Gris’ ont obtenu la productivité la plus fieiten fermentation exogéne (1,43 mmol/L/h) et une
productivité intermédiaire en fermentation endogamec prétraitement (5,05 mmol/L/h). Une des
hypothéses qui permettrait d'expliquer en partie pteénoméne est la présence de bactéries

productrices d’hydrogéne particulierement thermed#es dans les ‘bourbes Chardonnay’, d’'ou la
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productivité en hydrogéne faible obtenue en ferat@m endogéne avec prétraitement thermique. Par
ailleurs, il est & noter que les valeurs de pradikétne sont pas corrélées aux volumes d’hydrogene
produit. En effet, les vitesses de production dibgéne les plus élevées sont obtenues par
fermentation exogéne avec prétraitement thermiglees que les volumes d’hydrogéne produit les

plus élevés sont obtenus par fermentation endogégeprétraitement thermique.

Les résultats de la figure 15b et 15c indiquent tpge‘bourbes Pinot Gris’ ont un potentiel de
production plus élevé que les ‘bourbes Chardonray’ fermentation endogéne (avec et sans
prétraitement) qui est corrélé a une concentratitiale en sucres plus élevée. En effet, les ‘bear
Pinot Gris’ produisent en moyenne 3,2 + 0,6 L4ke,avec des concentrations initiales en sucres de 17
+ 1 g éq. DCO/lsacterr€n Moyenne, alors que les ‘bourbes Chardonnaguysent en moyenne 2,4 +
0,2 L/Lisacterravec des concentrations initiales en sucres de 9,8 g €éq. DCO/lsacer€n moyenne.
Ces concentrations initiales en sucres élevéesepedgalement justifier les plus fortes producddivit

en hydrogene obtenues en fermentation endogene ésans prétraitement) par les bourbes ‘Pinot
Gris’. Rappelons que les biomasses viticoles distickées a 4°C aprés avoir été récoltées lors des
vendanges, afin de limiter leur maturation. Néam®odbn remarque que les concentrations initiales en
sucres diminuent au cours du temps, ce qui momtee&volution des biomasses lors du stockage.
Cette tendance sera a confirmer ou infirmer enipligiht le nombre de tests sur divers échantillons

dans le chapitre V.

Enfin, les résultats de la figure 15d indiquent desdements en hydrogéne non significativement
différents (p > 0,02 ; t-test) avec une moyenne2d® * 0,12 mol/mol pour les fermentations
exogénes/endogénes avec prétraitement (‘bourbesd@imy’ et ‘bourbes Pinot Gris’) et la
fermentation endogéne des ‘bourbes Chardonnay’.'h@srbes Chardonnay’ et les ‘bourbes Pinot
Gris’ se comportent, au niveau du rendement endggdre obtenu, de fagcon similaire en fonction des
fermentations, a I'exception de la fermentationagigghe pour laguelle un rendement significativement
plus faible est obtenu pour les ‘bourbes Pinot 'Gfls30 mol/mol). Enfin, les rendements en
hydrogéne les plus faibles sont obtenus par feratient exogéne sans prétraitement thermique
(respectivement 0,83 mol/mol et 0,48 mol/mol poes Ibourbes Chardonnay’ et ‘bourbes Pinot
Gris"). Lorsgu’un faible rendement est associé afaible volume d’hydrogéne produit, cela est le
signe de la présence de micro-organismes hydroggiats avec ou sans la présence de bactéries
compétitrices pour le substrat (mais dans une meintksure), alors que lorsqu’un faible rendement
n'est pas accompagné d’une faible production d'bgéne, cela est le signe de la présence de micro-
organismes compeétiteurs pour le substrat avec aus da présence de micro-organismes

hydrogénotrophes (mais dans une moindre mesure).

A partir des résultats obtenus pour 'ensemblefeiesentations endogenes et exogénes, avec ou sans

prétraitement thermique, le test statistique derdeeaa permis de déceler une corrélation positive
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linéaire (r = 0,992 sur quatre observations) sigaiive au seuil de 1 % entre les valeurs de
concentrations initiales en sucres et celles dame$ d’hydrogéne produit, pour les tests ayant subi
un prétraitement thermique, et une corrélation tpesiinéaire (r = 0,995 sur quatre observations)
significative au seuil de 1 % entre les valeursreledements en hydrogéne et celles de volumes

d’hydrogéne produit, pour les tests de fermentagiagéne (figure 16).
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Figure 16 : Corrélations entre la concentration iale en sucres et le volume d’hydrogéene produiteetre le rendement en
hydrogéne et le volume d’hydrogéne produit, obtemae les différents tests de fermentations desrlies'.

La figure 16a nous permet d’émettre la remarqueasté : plus la quantité initiale de sucres est
élevée et plus il y a de substrat disponible poon, seulement, les bactéries productrices d’hyarege
mais également celles compétitives a la voie delymtion d’hydrogene et les micro-organismes
hydrogénotrophes quand aucun traitement n'a étécte#f sur la biomasse. En revanche, le
prétraitement thermique effectué sur la biomassegtede sélectionner les bactéries ayant la capacit
a sporuler et inactiver les micro-organismes n'aypas cette capacité tels que les archées
méthanogénes et certaines bactéries productricepraj@onate. C'est pourquoi, il existe une
corrélation linéaire entre la concentration indi&n sucres et le volume d’hydrogéne produit lasqu

la biomasse a été prétraitée thermiquement.

La production d’hydrogéne proportionnelle au rendetren hydrogéne (figure 16b) met en évidence
I'efficacité du prétraitement thermique sur I'indgon externe (fermentation exogene) pour lequel la
diversité microbienne a été réduite. En revancheprioduction d’hydrogéne par le consortium

microbien endogene sur quatre observations espémdiante de son efficacité (rendement). Cela met
en évidence I'activité d’un consortium microbierupda production d’hydrogéne méme en I'absence

d’un traitement thermique.

2.4. Métabolisme

Lors de cette série de tests de fermentation, lyapades métabolites produits réalisée par GC-FID
permettra d'établir les voies métaboliques utilisgar les consortia bactériens des fermentations

endogenes et exogenes, avec ou sans prétraitémemidque, dans les conditions de fonctionnement
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du bioréacteur en mode semi-batch. Ces analysesefieont également de calculer les bilans de
matiére en convertissant les métabolites produitsgrivalent DCO (demande chimique en oxygéne),
usuellement utilisée pour représenter la totalddadmatiere carbonée. Les sucres et les métabolite
ont été convertis en DCO grace aux facteurs deersion issus de la littérature (Angelidaki &
Sanders, 2004 ; Miroet al, 2000).

La figure 17 représente les bilans de matiere tdcsur la DCO initiale et finale. Les quantités
initiales de métabolites et d’hexoses ont été cdiege en équivalent DCO et leurs sommes
représentent la DCO initiale. L'équivalent DCO fimaest calculé a partir de I'hydrogene, des
métabolites produits et des sucres non consomnassbilans de matiére calculés sont compris entre
51 % et 74 %. Cela signifie que I'équivalent DC@afe n'a pas été completement identifié pour
certains tests de fermentation. Cela peut s’exptigun partie par le fait que la biomasse microldenn
ne soit pas quantifiée. Toutefois, la littératurentne que la proportion représentée par celleycn(a
pour formule GH;NO,) ne dépasse en généralement pas les 10 %. Pamgoens, cela signifie que

tous les métabolites produits n'ont pas été idiéstiflans cette partie de I'étude par analyse GC-FID

100%

80% -

Q2

0

-‘é’ H2

:q;;' 60% - Hexose

§ M Ethanol

%" Butanol

g 40% - Propionate
% Butyrate
§ 20% | Acétate
b0

0% . : ;
Exogéne Exogeéne Endogene Endogene
prétraitée prétraitée

Figure 17 : Bilans de matiere calculés pour lesaints tests de fermentation a partir des bioma4szurbes Chardonnay’
(couleur unie) et ‘bourbes Pinot Gris’ (couleur aipts)* signifie que les métabolites initiaux n'ont pas étesurés.

Les bilans de matiere incomplets calculés a pdetifanalyse des métabolites par GC-FID ont mis en
évidence la nécessité d'utiliser une technique yéiale complémentaire basée sur lI'analyse des
acides organiques par HPLC-UV. Ces analyses peonettle compléter ces bilans de matiere et

seront réalisées dans les études ultérieures mhaimascrit.

La figure 18 représente la distribution des météd®let des gaz produits, normalisée par la qéantit
initiale en sucres, pour les huit tests de fermmtgprécédents. Le choix de la normalisation se

justifie par le fait que les quantités initiales sucres varient trop fortement d’'une fermentation a
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l'autre entre 6,8 et 17,5 g €éq. DCO/L. Une consotionade métabolite est représentée par une barre
d’histogramme négative, alors qu’'une production egirésentée par une barre d’histogramme
positive.
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Figure 18 : Distribution des métabolites et des geaduits, et quantités initiales de sucres, plesrhuit tests de
fermentation a partir des biomasses ‘bourbes Chandgh(couleur unie) et ‘bourbes Pinot Gris’ (coutaupoints)? signifie
gue les métabolites initiaux n’ont pas été mesurés.

Quelles que soient les biomasses et les condititiiisees, I'acétate et le butyrate sont les mditgso
majoritairement produits mais en quantités diffézen (respectivement, entre 0,13 et 0,56
MOlacetatdMOlhexoses initiaux €1, €Ntre 0,10 et 0,43 M@raid MOlhexoses initiadk & I'€XCeEption des fermentations
exogenes sans prétraitement thermique pour lesguallquantité de propionate devient co-majoritaire
avec l'acétate et I'éthanol. L’éthanol et le butasant les métabolites minoritairement produitscave
des quantités respectives inférieures ou égales ,18 ONOLano/MOkexoses initiaux €t 0,04

mo'butano( mOIhexoses initiaux

Le test de fermentation endogéne avec prétraitethentique des ‘bourbes Chardonnay’ est le seul
test pour lequel 'analyse des métabolites initinlaxpas été réalisée. Ainsi, I'histogramme repnése
uniquement les métabolites mesurés en fin de faatien. La biomasse ‘bourbes’ contenant a la fois
des bactéries et des levures, I'éthanol peut é@duit soit par la réduction de I'acétaldéhyde (ies)
et/ou par la conversion de I'acétyl-CoA (bactérids) figure 19 représente les quantités d'éthanol
initiales en fonction de la durée de stockage dadmasse a 4°C. A partir de cette figure (le tiest
fermentation ayant été réalisé sur la biomasses&drgours de stockage a 4°C), on peut affirmer que

I'éthanol présent initialement est en faible quantie qui a peu d’impact sur les métabolites ptedu
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Figure 19 : Relation entre le temps de stockagkad@omasse et la quantité initiale d’éthanol ddabiomasse diluée
‘bourbes’ dans le bioréacteur.

Par ailleurs, on remarque qu’a partir de 30 mmeithdinol présent initialement dans la biomasse
‘bourbes’, une partie est reconsommée au cours derinentation. C'est pourquoi, on observe des

barres d’histogramme négatives (figure 18) podielmentation exogéne des ‘bourbes Pinot Gris'.

/

«» Influence du prétraitement thermique sur les feta@ns exogenes

La figure 8 indique que le prétraitement thermicampliqué sur le consortium externe permet
d’inactiver les bactéries productrices de propien&n effet, lors de la fermentation exogéne sans
prétraitement, des quantités élevées de propiosatd produites (en moyenne 0,35 %= 0,15
MOlpropionatdMOlhexoses initiaux CONtre 0,010 + 0,001 MApionardMOlhexoses iniiaux AVEC Prétraitement),

lesquelles sont accompagnées de faibles quantitgdrdgéene produit (0,7 + 0,2 mg!moh1exoses initiaux
contre 2,1 + 0,1 mqqymolr1exoses ntaux@VeC prétraitement). Ceci est en accord avecdatioh de

production du propionate (équation 1), ce qui pemtrexpliquer les faibles rapports molaireg/ €O,

et rapports molaires #2*(butyrate + acétate)] obtenus en fermentatinagéne sans prétraitement
thermique (moyennes respectives de 0,33 + 0,13e07 + 0,11 avec prétraitement ; de 0,54 £ 0,24
contre 1,31 £ 0,09 avec prétraitement).

C¢Hq2,06 + 2H, = 2CH3CH,COOH + 2H,0 (AGy = —359 kJ/mol) (1)

Pour rappel, la production d’hydrogéne est réalisgencipalement par les voies métaboliques
productrices d’'acétate et de butyrate (équationst 3). Il est ainsi possible de calculer la quantit

d’hydrogéne théorique produite a partir des quagitmolaires d’acétate et de butyrate produit :
2*(butyrate + acétate). Une valeur du rapport dedaantité d’hydrogene mesurée sur la quantité
d’hydrogéne théorique #2*(butyrate + acétate)] égale a 1, indique que koies butyrate et acétate

sont les voies métaboliques majoritaires utilisgesr produire I'hydrogéne ; une valeur supérieure a
1 indique qu'une partie de I'hydrogene mesuré estpite par une autre voie métabolique que les
voies acétate et butyrate ; et/ou qu'une partiel'deétate/butyrate peut étre reconsommée pour la

production d’'autres métabolites, c’est le cas paeraple de la voie acétone lorsque les conditions
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sont propices a la solvantogénese ; enfin, uneuwaieférieure & 1 indiqgue qu’une partie de

I'hnydrogéne produit a été reconsommée via d’autr@es métaboliques, telles que la voie propionate
(équation 1), la voie homo-acétogene (équatioradyoie sulfato-réductrice (équation 5) ou la voie
méthanogéne (équation 6), et/ou qu'une partie deéfate mesuré est produit par une autre voie
métabolique non productrice d’hydrogéne, c'est &s @ar exemple de la voie homo-fermentaire

(équation 7).

CsHy206 + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, (AG) = —206,0 kJ/mol) )
CoHy20¢ — CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (AG) = —254,0 kJ/mol) ©)
2C0, + 4H, - CH;COOH + 2H,0 (AG) = —104,6 kJ /mol) )
SOZ™ + 4H, + H* » HS™ + 4H,0 (AG) = — 152,2 k] /mol) (5)
CO, + 4H, » CH, + 2H,0 (AG) = —135,0 kj/mol) (6)
CoHy206 — 3CH;COOH (AG) = —310,6 kJ/mol) @)

Dans le cas de la fermentation exogéne sans pedtent, le rapport molaire ,H2*(butyrate +
acétate)] inférieur a 1 est di a la consommatianalpartie de I'hydrogéne produit pour la productio
de propionate. Toutefois, les bilans de matiereruld étant incomplets (respectivement 71 % et 65 %
pour les ‘bourbes Chardonnay’ et les ‘bourbes P@ris’), il n’est pas a exclure que d’autres voies
hydrogénotrophes aient été utilisées telles queia homo-acétogéne (équation 4) et la voie sulfato
réductrice (équation 5) ; la voie méthanogene (@Bou®) étant écartée en raison de la non détection

de méthane lors des fermentations.

% Influence du prétraitement thermigue sur les fetat@ns endogénes

En ce qui concerne les fermentations endogengséteitement thermique effectué sur la biomasse
n'a que peu d'influence sur les métabolites pradaitalysés par GC-FID. On remarque surtout une
différence au niveau du cépage. Le prétraitemesintigue effectué sur les ‘bourbes Chardonnay’
diminue d’'un facteur 3,0 la quantité de butyratedpit, mais sans affecter pour autant la production
d’hydrogéne. On note toutefois, une inversion dopoat H/CO, qui devient supérieur a 1 avec le
prétraitement thermique (respectivement 1,08 cdhi88, avec et sans prétraitement thermique). Le
prétraitement thermique effectué sur les ‘bourbiestPGris’ augmente les quantités d’acétate et de
butyrate produit d'un facteur respectif de 8,9 &, ke qui a pour conséquence d’augmenter la
production d’hydrogéne d’'un facteur 1,4. Les bildesmatiére étant incomplets, cela met en évidence
la présence d’autres voies compétitrices pour hestsat telles que le lactate, qu'il sera nécessigre

confirmer ou d'infirmer en effectuant des analydesnétabolites par d’autres techniques d'analyse.

/

+ Influence des bactéries endogenes

La comparaison des fermentations endogénes auriiégations exogenes (avec et sans prétraitement)

indiqgue une différence au niveau des proportiorssvabées acétate et butyrate. En effet, les rapports
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molaires butyrate/acétate indiquent que la voigratg est plus utilisée que la voie acétate lordgue
fermentation est endogene (valeurs comprises ér& et 19,07), a I'exception de la fermentation
endogéne avec prétraitement des ‘bourbes Chardo(Ma), et, inversement pour la fermentation
exogene (valeurs comprises entre 0,18 et 0,81).falbke valeur de rapport molaire butyrate/acétate
peut indiquer la présence de bactéries acétogeame-fermentaires ou bien homo-acétogenes. Les
rapports H/[2*(butyrate + acétate)] montrent que les fermgates endogenes (1,77 + 0,41) utilisent
la voie formiate en plus des voies butyrate etadegiour produire I'nydrogéene, car il est peu pbida
gu’une partie de I'acétate et du butyrate ait éddnsommée pour produire de I'acétone puisque le pH
était régulé a une valeur supérieure ou égale ,aval@ur trop élevée pour induire la solvantogénese
(Joneset al, 1986). En revanche, la présence de butanol @amdieu peut étre le signe qu'il y ait eu
production d’acétone. Toutefois, les quantités diautol produit étant tres faibles, cela signifie qu
celles de I'acétone le sont également, et dongbich sur les rapports H2*(butyrate + acétate)] ne
serait pas significatif. L'utilisation supplémentaide la voie formiate aux voies butyrate et aeétat
donc la plus plausible. Ceci est en accord avebilass de matieres calculés pour les fermentations
endogenes qui sont incomplets. Ces hypotheses gmbuétre confirmées ou infirmées par leurs

mesures avec d’'autres techniques d’analyses.

En conclusion, les analyses de performances deugtiod d’hydrogéne et des voies métaboliques

utilisées ont montré que la production d’hydrogéteet liee aux voies métaboliques utilisées par les
micro-organismes présents. On a notamment misiderée que le prétraitement thermique avait une

action d'inactivationdes bactéries hydrogénotrogiresiuctrices de propionate lors des fermentations
exogénes. Ceci indique que ces bactéries provdraggsnboues de station d’épuration urbaine. On a
également montré que les différences de produdtioydrogéne par fermentation endogéne avec ou
sans prétraitement thermique étaient liées a learactéristiques endogenes (cépage), favorisant

certaines voies métaboliques de consommation deseelon les cas.
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3. Les structures des communautés microbiennes
3.1. Evolution des structures microbiennes au cours dalfermentation exogéne

Un exemple de I'évolution des populations microbiesn obtenues au cours de la fermentation
exogene de la biomasse 'bourbes Pinot Gris’ ptégahermiquement, est représenté sur la figure 20,
au travers des électrophorégrammes. La compardesde structure des populations microbiennes de
la biomasse initiale avec celle obtenue aprésagitétnent thermique, montre l'intérét du prétraitaime
thermique. En effet, les boues étant constituéasedfiore bactérienne abondante, les analyses-par T
RFLP montrent une grande diversité microbienne ésgmtée par de nombreux pics avant
prétraitement thermique ; alors qu’aprés celuifabondance relative des pics a diminué et plus
spécifiquement avec la deuxieme enzyme de restmi¢tihal). Puis, au cours de la fermentation, on
observe I'émergence d’'un ou deux pic(s) majoritajret quelques pics minoritaires, que ce soit pour
les enzymes de restriction alul ou hhal. Ainsi, i de fermentation, on observe I'émergence de deux
populations microbiennes représentées par desdonguae fragments de restriction respectives de 60
+ 2 pb et 239 £ 3 pb avec alul et 233 + 3 pb aveal Hes abondances relatives associées étant de 37
%, 56 % et 100 %. Entre 5 h et 28 h de fermentates structures microbiennes se maintiennent.
Puis, en fin de fermentation, a 43 h, une émergelecaouveaux pics et une diminution des pics
précédemment majoritaires sont observées, impligaiasi une nouvelle dynamique de la diversité

microbienne.

3.2. Evolution des structures microbiennes au cours dalfermentation endogene

Un exemple de I'évolution des populations microbes obtenues au cours de la fermentation
endogéne sans prétraitement thermique de la bienibssirbes Pinot Gris’, est représenté sur la
figure 21, au travers des électrophorégrammes. Gonemarqué précédemment, un changement de
structure des populations microbiennes est obsane@urs de la fermentation. En effet, la biomasse
initiale présente une population microbienne m&gow, 74 + 2 pb avec alul et 374 + 3 pb avec hhal,
ayant une abondance relative respective de 67 &l €%, et quelques populations microbiennes
minoritaires, ayant des abondances relatives edégs a 15 %. Puis, a 20 h de fermentation, on
observe un changement de cette structure microbjeavec la diminution des pics initialement
majoritaires et I'’émergence de nouveaux pics najoeis : respectivement 239 + 3 pb et 231 + 3 pb,
ayant une abondance relative de 38 % et, 73 %, l@geenzymes de restriction alul et hhal. Cette
structure des populations microbiennes est consguagu’a un temps compris entre 28 h et 52 h. En
effet, a 52 h, on observe une reprise de la diensicrobienne avec la présence de nombreux pics (7
+ 2 pb avec alul, et, 189 + 2 pb, 225 + 3 pb et %8} pb avec hhal) ayant une abondance relative

respective inférieure a 31 % et 37 % avec aluhal.h
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Figure 20. Exemple de profil de production d’hydeog et évolution des populations microbiennes aistpar fermentation
exogeéne des ‘bourbes Pinot Gris’ avec prétraitentieatmique. Les électrophorégrammes correspondénstucture des
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3.3. Comparaison des structures microbiennes des fermeations endogénes et exogenes

Les structures des populations microbiennes obtelme des fermentations endogénes et exogenes a
partir des biomasses ’bourbes Chardonnay’ et 'temirBinot Gris’, avec ou sans prétraitement
thermique sont représentées sur les figures 2B.et.& échantillons sélectionnés a un temps de
fermentation donné correspondent a un choix répuraax critéres suivants : analyse du consortium
microbien proche du maximum de production d’hydreget qualité de I'électrophorégramme. La
représentation de la structure des populationsafmiennes correspondant a la biomasse prétraitée
'bourbes Pinot Gris’ n'a pu étre réalisée que gesmprélevements initial et final. Par conséquelt,

n'est pas représentée sur la figure 23.

« Influence du prétraitement thermique sur les feta@ns exogenes

Les figures 22 et 23 présentent des électropharéges relativement simples, lorsque le

prétraitement thermique a été effectué, alors ques prétraitement thermique les structures des
populations microbiennes sont complexes. En edfetc le prétraitement thermique, les structures se
composent d’'une a deux population(s) microbienne@joritaire(s) ayant des abondances relatives
supérieures a 37 %, alors que sans prétraitememnitjue, il 'y a pas de population microbienne

dominante mais de nombreuses populations microegrsous-dominantes ayant des abondances
relatives inférieures a 27 %. Le prétraitementriiigue semble donc inactiver certaines populations

microbiennes et favoriser 'émergence d’'une a gmpulation(s) microbienne(s).

% Influence du prétraitement thermique sur les fetat@ns endogénes

Contrairement a ce qui a été observé avec les featens exogenes, le prétraitement thermique n’'a
que peu d'influence sur les communautés microbee(ffigure 22). En effet, que ce soit avec ou sans
prétraitement thermique, les structures sont coggmg’'une a deux population(s) microbienne(s)
dominante(s) ayant des abondances relatives supgsi@ 50 %, d’'une population sous-dominante
ayant une abondance relative comprise entre 2038 &, et, de quelgues unes minoritaires ayant des
abondances relatives inférieures a 6 %. La bioméssebes’ (Chardonnay) est donc composée de

bactéries résistantes au prétraitement thermique.

« Influence des bactéries endogenes

La figure 22 montre des structures de populatiomsrahiennes similaires entre la fermentation
endogene avec prétraitement thermique et la featientexogene avec prétraitement thermique, avec
des abondances relatives différentes. Ceci sigqifie la distribution des populations microbiennes

dominantes/sous-dominantes est modifiée en présbmeenoculum externe.
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pendant les fermentations exogéenes, endogénesasans prétraitement thermique.
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Figure 23 : Dynamiques des structures des populatimicrobiennes obtenues avec la biomasse ‘bolrived Gris’
pendant les fermentations exogéenes, endogénesasans prétraitement thermique.
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Ainsi, les analyses par T-RFLP ont montré que létrpitement thermique avait une influence
differente sur les structures microbiennes, sedotype de fermentation (endogéne ou exogene). En
fermentation exogene, le prétraitement thermiquempe d’inactiver certaines populations
microbiennes et d’en favoriser d’autres. Dans Ig de la fermentation endogene, le prétraitement
thermique a peu d'influence sur la structure dgsufagions microbiennes. D’autre part, ces analyses
ont montré gu'une diversité microbienne plus imaore était liee a la présence de boues (non
prétraitées thermiquement). Les diversités micrules des bourbes sont, quant a elles modérées, ce
qui montre la possibilité de s'affranchir de I'étagu prétraitement thermique, qui est une depense
énergetique supplémentaire.

Les longueurs de fragments de restriction majoeisabnt été analysées par un logiciel interne au
Département des Sciences Analytiques et comparégedase de données obtenue a partir du site
www.trflp.info (2013), ce qui nous a permis d’associer les caugdefragments de restriction a une
classification taxonomique. La classification tasomgue donne une information sur le genre

bactérien et lorsque cela a été possible, perragadter de facon assurée I'espéce bactérienne.

Tous les couples de fragments de restriction najoes identifiés sont associés au phykinmicutes
comprenant des bactéries appartenant aux gewneserobacter, Anaeroplasma, Bacillus,
Brevibacillus, Clostridium, Eubacterium, Lactob&ed ou Pasteuria.Des espéces bactériennes
présentes dans toutes les fermentations réaliggmsiades 'bourbes Chardonnay’, quels que sd@ént
prétraitement thermique ou le type de fermentatmppartiennent au geni@lostridium et sont
représentées par les fragments de restriction pk avec Alul et 231 + 3 pb avec Hhal. Ce couple
est également retrouvé dans la fermentation endogguartir des 'bourbes Pinot Gris’. Une espece
microbienne bien connue dans la fermentation olsaurété clairement identifiée lors de la
fermentation exogéne avec prétraitement thermiqas tourbes Chardonnay’ et lors de la
fermentation endogéne des 'bourbes Pinot Gii3bstridium butyricunreprésentée par les fragments
de restriction 67 £ 2 pb avec Alul et 702 £ 7 peatihal.

La classification taxonomigue obtenue a partir ldegueurs de fragments de restriction majoritaires,
ne nous permet pas de discuter quant a la cohédescaifférences observees entre les différents tes
de fermentation au niveau des voies metaboliquempéttives a la production d’hydrogene, ou celles
impliguées dans la consommation de I'hydrogene ytanli encore celles permettant la production
d’hydrogene. Elle est cependant revélatrice d'urdution des communautés microbiennes en cours
de fermentation dans différentes conditions detfonnement du bioréacteur. Son apport ne peut étre

couple gu’avec une analyse biomoleculaire menésieltrement.
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4. Discussion

La discussion fondée sur la cohérence entre lemrpeances de production d’hydrogénes et les
métabolites obtenuscfi 2.3.) a permis de donner des orientations quant \anes métabolites

majoritairement utilisées pour chaque fermentation.

Les analyses par T-RFLP ont montré la nécessitifedtaer un prétraitement thermique lorsque la
fermentation était exogéne, ce qui permet d’inactivertaines bactéries et d'en favoriser d'autres.
Ceci se traduit par I'inhibition de voies consomricats d’hydrogéne telle que la voie propionate. En
revanche, les analyses par T-RFLP ont montré qgoe pPouvait s'affranchir d’effectuer un
prétraitement thermique lorsque la fermentatioiit éadogéne car il y avait peu ou pas d’influence
sur les structures des populations microbiennesldgpées dans le milieu réactionnel. Il est diffici

de déterminer l'influence du prétraitement thermeicgur les voies métaboliques avec I'analyse de
métabolites par GC-FID uniquement. En effet, leevale production d’hydrogéne (voies acétate,
butyrate et formiate) et les voies compétitrices-aAvis des sucres (mises en évidence mais non
identifiées) sont utilisées en proportions difféesnen fonction du prétraitement thermique et du
cépage. Ceci permettrait d’expliquer le changemesmarqué au niveau des abondances relatives entre
les profils des fermentations endogénes avec es gaatraitement thermique. Des analyses
complémentaires, telles que le séquencage du gedant pour 'ARNr 16S et l'analyse de
métabolites par HPLC-UV, effectuées sur les difiéee fermentations auraient permis d’affirmer ou

d’infirmer ce raisonnement.

BN

Dans cette étude préliminaire, I'échantillon obteni24 h de fermentation endogene a partir des
‘bourbes Pinot Gris’ a été séquencé. La classifinataxonomique au niveau de la famille obtenue

pour la biomasse est représentée sur la figure 24.

100%

80% ) -

60% -

Mineures
M Pro:Gam:Enb:Enterobacteriaceae
M Fir:Bac:Lac:Streptococcaceae

40% -
Fir:Clo:Clo1:Clostridiaceae

Abondance relative

20%

0%
Fermentation endogéne
'bourbes Pinot Gris'

Figure 24 : Classification taxonomique obtenue pamgéquencage 454 a partir de I'échantillon prélevé4 h de
fermentation endogéne des ‘bourbes Pinot Gfis'= Firmicutes ; Pro = Proteobacteria ; Bac = Bdlti ; Clo =
Clostridia ; Gam = Gammaproterobacteria ; Lac = Labiacillales ; Clol = Clostridiales ; Enb = Enterobactales.
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La figure 24 montre I'appartenance de 88,3 % dedébias présentes, lors de la fermentation
endogéne des ‘bourbes Pinot Gris’, au phykirmicuteset plus minoritairement, 4,3 %, au phylum
ProteobacteriaParmi lesirmicutes,76,1 % des séquences sont associées a la f@tolbtridiaceae

et 12,2 % a la famill&treptococcacead.a présence majoritaire de bactéries appartenaphglum
desFirmicutesconfirme ce qui a été exposé précédemment ausrdes profils T-RFLP. Par ailleurs,
le séquengage montre une abondance relative d digs séquences affiliées a la famille minoritaire

desEnterobacteriaceae.

L'affiliation des séquences a I'espéce ou au genieobien le plus proche est présentée dans le

tableau 3.

Tableau 3 : Affiliation des séquences majoritail®DN codant pour I'ARNr 16S obtenues par pyroséqage@54 a partir
de I'échantillon prélevé a 24h de fermentation eye® des ‘bourbes Pinot Gris’.

Similarité Abondance relative
Clostridium saccharobutylicum 98,0 % 37,5%
Cl'os'trldlum spp. (saccharoperbutylacetonicum, beijerinckii, puniceum, 100,0 % 142 %
diolis, roseum)
Streptococcus spp. (lutetiensis, infantarius, equinus, luteciae) 99,6 % 11,4 %
Clostridium butyricum 100,0 % 113 %
Clostridium intestinale 100,0 % 3,8%

L’espéece affiliée a la séquence représentative@EU dominant esClostridium saccharobutylicum
avec une abondance relative de 37,5 %. Les autreteries sont sous-dominantes et associées a
Clostridium spp. (saccharoperbutylacetonicum, beijerinckii, punicgudiolis, roseum)avec une
abondance relative de 14,2 %Saeptococcuspp. (lutetiensis, infantarius, equinus, luteciaajec

des abondances relatives de 11,4 @lastridium butyricunavec des abondances relatives de 11,3 %.

Les bactéries minoritaires sddlostridium intestinalgayant une abondance relative de 3,8 %).

Ainsi, il semble queClostridium saccharobutylicunsoit la bactérie dominante majoritairement
responsable de la production d’hydrogéne. Les hast&ous-dominanteSlostridium butyricumet
Clostridiumspp (saccharoperbutylacetonicum, beijerinckii, punice diolis, roseumgt les bactéries
minoritaires Enteric_Bacteria_cluster également connues dans la littérature pour predde
I'hnydrogéne, peuvent donc participer & la productithydrogene (Koskineat al, 2007 ; Nandi 1998

; Davila-Vazquezt al, 2007). Comme expliqué dans le chapitre |, il geax voies enzymatiques
difféerentes impliquées dans la production d’hydregdépendant du type de métabolisme : la
pyruvate—formiate—lyase (PFL) retrouvée chez lestéves entériquesEfterobacter, Escherichia
coli, Klebsiellg (Hallenbeck, 2005) et chez I€ostridium (Sparlinget al, 2006) ; et le complexe
pyruvate—ferrédoxine oxydo-réductase (PFOR) rettcdyalement chez |€dostridium (Hallenbeck,
2005). Le paragraphe 2.3. ayant démontré la pradudthydrogéne via les voies formiate, acétate et
butyrate, la possibilité que les bactéries soushdantes participent & la production d’hydrogéne est

cohérente.
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Par ailleurs, méme si les autres micro-organismes-dominants ou minoritaires, appartenant aux
genres Streptococcuset Enteric_Bacteria_cluster,ne participent pas toujours a la production
d’hydrogéne, il n’en reste pas moins qu’ils peuvenier un réle dans la production d’hydrogéne
(Rafrafi et al, 2013). Clostridium butyricum, Streptococcisp ont la capacité de produire des
substances exopolysaccharidiques formant des dgrégetériens qui aident a la formation granulaire
(Fanget al, 2002 ; Hunget al, 2011). Dans le cas d&ostridium butyricumc’est la concentration
élevée en glucose qui induit la formation d’agrégBtautres bactéries anaérobies facultativesstelle
que Streptococcusp. et Enteric_Bacteria_clustersouvent positionnées en périphérie de la granule,
consomment I'oxygene présent dans le milieu feraiemt ce qui permet aux micro-organismes
anaérobie stricte, telles que les bactéries duegelmstridium présentes au centre de la granule, de
produire de I'hydrogéne (Huareg al, 2010 ; Hunget al, 2011 ; Yokoiet al, 1998). L'analyse des
métabolites et des performances de production ddgghe, a permis d’émettre I'hypothése que la
voie consommatrice de sucres et compétitive a daymtion d’hydrogeéne était la voie lactate. La
présence de bactéries appartenant au gstreptococcusbactéries connues pour utiliser la voie
lactate homo-fermentaire, va dans le sens de logttethése. Enfin, le rdle délostridium intestinale
dans la production d’hydrogéne n’a pas été clairtméterminé a ce jour dans la littérature. eeal.

ont isolé cette espece bactérienne anaérobie @léraste en 1989 sans mettre en évidence son
potentiel en production d’hydrogéne. Toutefois, @difet al, (2006) ont isolé, & partir du jonc, une
espéce bactérienne étant affiliée a 99 @astridium intestinalgoroductrice d’hydrogéne par la voie
butyrate en condition anaérobie et productriceattate par la voie homo-fermentaire en condition

aérobie.

Ayant généré une analyse fine sur le consortiunrohien spécifique de la biomasse ‘bourbes’ et
ayant calculé les performances de ces micro-ongeasigour la production d’hydrogéne, le tableau 4

compare nos résultats obtenus a ceux de la litérat
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Tableau 4 : Comparaison des résultats obtenus datis étude a ceux obtenus dans la littérature.

Production H, Rendement Espeéces bactériennes

(L/L) (mol/mol) (abondance relative) Références

Description

Fermentation exogéne

. . Clostridium spp.
Avec prétraitement thermique PP

Sivagurunathan

P . . . 2,38 £ 0,05 1,92 £ 0,05 butyricum, tertium,
‘Eaux usées’ d’une industrie de boisson 77 . etal., 2014
perfringens)
Batch
Fermentation exogéne
Avec prétraitement thermique Hwang et al.,
P N .., 0,31 0,1 -
Raisins mirs mixés 2011
Continu
Fermentation exogéne
Avec prétraitement thermique Hwang et al.,
. N .., 4,24 2,1 -
Pommes mures mixées 2011
Continu
Fermentation exogéne
Avec prétraitement thermique ,
, , 2,2+0,2 2,26+ 0,07 - Cette étude
bourbes
Semi-batch
Fermentation endogéne
Sans prétraitement thermique 0.40 24 mLHz/gmatiére Enterobacteriaceae et Marone et al.,
‘déchets de légumes’ ! volatile (MV) Streptococcaeae 2014
Batch
Fermentation endogéne 1,18
e - . - o
Sans prétraitement thermique 28 145 mLHZ/gMS Clostridiaceae (76 %) Cette étude

‘bourbes Pinot gris’
Semi-batch

0,
209 mLHZ/gMV Streptococcaceae (12%)

Lorsque I'on compare nos résultats issus de ladptation exogéne avec prétraitement thermique a
ceux obtenus par Hwargg al. (2011) qui utilisent des raisins mdrs comme sabstous obtenons des
productions et des rendements tres largement supgriNos productions d’hydrogéne obtenues sont
du méme ordre de grandeur que la biomasse ‘eaws’'ud@ne industrie de boisson (Sivagurunathan
et al., 2014) mais plus faibles que la biomasse ‘pommesesninixées’ avec un prétraitement
thermique dans un réacteur continu (Hwahal, 2011). En revanche, les rendements obtenus dans
notre étude sont supérieurs aux autres auteurs aaiés le tableau. En ce qui concerne les résultats
obtenus par fermentation endogéne sans prétraitahremique, nos résultats sont 3,5 fois supérieurs
en volume d’hydrogene produit dépassant méme |ésung obtenues par les autres études en
fermentation exogene en batch. La comparaison @vemmasse la plus proche de notre biomasse
viticole qui est ‘raisins mirs mixés’, met en évide un rendement en hydrogéne vingt fois supérieur
lorsque des boues sont additionnées aux bourbegadaitement thermique (fermentation exogene)

et dix fois supérieur lorsque les bourbes sonteseed sans prétraitement thermique.

Dans notre étudeClostridiaceaereprésente 76 % des séquences obtenues par ségpiegica
Streptococcaceaeeprésente 12 %. Ce premier genre est retrouvéerdégal dans la fermentation
exogene avec prétraitement thermique a partir ddolaasse ‘eaux usées’ d’une industrie de boisson
(Sivagurunatharet al., 2014). Le deuxiéme genre est quant a lui retroda®s la fermentation

endogéne a partir des ‘déchets de légumes’ de Mataad. (2014).

94



Chapitre Ill. RESULTATS ET DISCUSSIONS

5. Conclusion

Au cours de cette étude, il a été montré que Bexion des gaz produits par bullage d’'un gaz de
balayage dans la phase liquide était suffisante engéams effectuer de prétraitement thermique et
permettait d'éviter la consommation de I'hydroggraur la production de méthane. Cette étude a
montré la faisabilité d'utiliser les biomasses ‘Hms’ et ‘liqueur rouge’ en tant que substrat gar |
micro-organismes exogenes producteurs d’hydrogprésavoir effectué un prétraitement thermique
avec un potentiel plus fort pour les biomassesalitis. En effet, les analyses microbiennes effestué
sur la biomasse ‘bourbes’ a I'état initial et awmo de la fermentation ainsi que les analyses
métaboliques, ont permis de montrer 'importancepdétraitement thermique dans la fermentation
exogeéene quant a l'inactivation de bactéries consatmioces d’hydrogéne (les bactéries productrices de
propionate). De plus, le prétraitement thermiqyeeramnis de sélectionner spécifiquement les bactéries
appartenant au genfélostridium bactéries sporulantes productrices d’hydrogépeartir des voies
aceétate/butyrate. Par ailleurs, des corrélatiogsifiiatives entre la quantité initiale de sucrédee
volume d’hydrogene produit, ainsi qu’entre le reandat en hydrogene et le volume d’hydrogéne
produit, obtenues respectivement a partir des tésigsés avec prétraitement thermique et des tests
réalisés par fermentation exogene, ont mis en geae’une part, que le prétraitement thermique a
une action d’'inactivation des micro-organismes bgénotrophes et d’autre part, que le rendement en
hydrogéne obtenu par fermentation exogéne est giopoel au volume d’hydrogene produit. Cette
étude a également permis d’affirmer que les biosgmsbourbes’ contiennent une microflore
endogene, adaptée a leur milieu, qui permet deébiadler les sucres présents initialement en
hydrogéne de maniére aussi efficace comparativetnantinoculum externe prétraité thermiquement,
et ceci sans dépense énergétique supplémentaiffdinles analyses microbiologiques par PCR/T-
RFLP ont permis de montrer qu'une sélection « mdleip> des bactéries productrices d’hydrogéne
parmi la microflore endogéne, s'effectue grace anctionnement du bioréacteur semi-batch.
L'émergence de populations bactériennes majorgta@e cours de fermentation et la reprise de la
diversité microbienne en fin de fermentation, attesde cette sélection. L'analyse par séquencage
d'un échantillon obtenu a partir de la fermentatemdogene sans prétraitement thermique des
‘bourbes Pinot Gris’ a montré I'appartenance dé/ées séquences a la famiiostridiaceae 12 %

a la famille Streptococcaceaet 4 % a la familleEnterobacteriaceaeCes analyses ont permis
d’établir I'espece dominante (37 %) responsable laeproduction d’hydrogéne Clostridium
saccharobutylicum La présence deStreptococcusa permis de confirmer ['utilisation de voie
métabolique lactate suspectée par les bilans dénestincomplets. Enfin, cette étude ouvre la voie
sur l'utilisation des biomasses viticoles par femtaéion endogéne par la démonstration d’une

efficacité de production de I'nydrogéne huit faigpérieure aux résultats de la littérature.

95



Chapitre Ill. RESULTATS ET DISCUSSIONS

96



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre IV. INFLUENCE DES PARAMETRES OPERA-
TOIRES SUR LES PERFORMANCES DE PRODUCTION
D'HYDROGENE ET SUR LES STRUCTURES DES COM
MUNAUTES MICROBIENNES ENDOGENES

97



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

98



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

1. Introduction
1.1. Objectifs

Apres avoir montré la faisabilité de production lthydrogene avec succes a partir de la biomasse
vinicole par les micro-organismes endogénes, Iojstition des parametres opératoires est nécessaire

afin d’améliorer la production d’hydrogéne.

En effet, de nombreux paramétres impactent la mtoztud’hydrogéne tels que la température, le pH,
le prétraitement de linoculum/du substrat, la pi@s partielle en hydrogéne ou encore la
concentration initiale en sucres (Wagtcal, 2009 ; Khanaét al, 2004 ; Mandaét al, 2006).

La température et le pH sont les parametres lesipiportants de la fermentation car ce sont eux qui
impactent le plus les bactéries, aussi bien auanivée leur croissance qu'au niveau de leur
métabolisme et expression enzymatique (Dabeickl, 1992 ; Fanget al, 2002 ; Liuet al, 2011).
L’étude bibliographique a montré que les valeurdinmges de température et de pH étaient
spécifiques a chacun des micro-organismes et delitoms expérimentales utilisées. C’est pourquoi,
la plupart des études sur l'influence de la tentpéeaou du pH concluent sur des valeurs optimales
différentes. Les gammes de températures et de ifisEas vont de 25°C a plus 80°C (Lewhal,
2004), et de 4,5 a 7,0 (Ghimieg¢ al, 2015). De plus, peu d’auteurs ont étudié I'iaflae du pH initial

sur la production d’hydrogéne et se concentrens @lur la régulation d’'un pH opérationnel. La
possibilité de découpler le pH initial du pH de ulagion est intéressante car le pH initial affecte
principalement le temps de latence, la croissamsenticro-organismes, mais également la synthese
d’enzymes et la germination de spores lorsque duiham subit un prétraitement physico-chimique
(Fanet al, 2004). En revanche, le pH opérationnel influelacproduction d’hydrogéne en agissant
sur le pH intracellulaire de la cellule, sur I'ait® de I'hydrogénase, le réseau métabolique et la
population bactérienne dominante (Booth, 2013 ;rbabet al, 1992 ; Fang & Liu, 2002).

Le prétraitement de I'inoculum et du substrat eshime énoncé dans le chapitre précédent, presque
systématiquement utilisé avant la fermentation. drétraitement utilisé le plus souvent est le
prétraitement thermique notamment parce qu'il dfitaze (Wanget al, 2008), mais d’autres
prétraitements tels que les prétraitements acideasigue, chimique, ultrasonique, ou bien utilidant
cycle de congélation-décongélation ou encore lta@rasont également utilisés (Waegal, 2011 ;
Mohanet al, 2008 ; Baghchehsaraetal, 2008 ; Cuiet al, 2012). L’étude bibliographique a montré
gu’il N’y avait pas de prétraitement idéal, et quieacun permettait d’agir sur l'inhibition de la
croissance de bactéries consommatrices d’hydrogtoe sur la sélection des bactéries productrices
d’hydrogéne. La sélection du prétraitement a etilidoit également prendre en compte certains

critéres tels que la dépense énergétique, le tddipessibilité d'utilisation a I'échelle industtie.

La pression partielle en hydrogene influence dim@emnt la production d’hydrogéne, non seulement
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parce qu’'une faible pression facilite le transfigtmasse de I'hydrogene de la phase liquide vers la
phase gazeuse, mais également, parce qu’elle moldifimétabolisme et la consommation en
hydrogéne (Angenemt al, 2004). Les techniques permettant de limiter ¢&smpmeénes aboutissant a
une faible pression partielle en hydrogéne sonte forte agitation, le bullage d’'un gaz inerte,
I'utilisation de membrane sélective a I'hnydrogémeriergée dans la phase liquide (Beckaral, 2015

; Lianget al, 2002 ; Liuet al, 2009 ; Mizuncet al, 2000). Le choix de la technique est fondé sur le

volume d’hydrogéne produit, le colt impliqué patdehnique et son post traitement.

L'objectif de ce chapitre est d’améliorer la protioe et les performances de production d’hydrogéne
en optimisant les valeurs des parameétres opérataileque le pH ou la charge, et en sélectiorieant
prétraitements adaptés a la biomasse.

Nous avons choisi de travailler dans des conditindsophiles (37°C) dans un bioréacteur semi-batch
afin de favoriser la microflore naturelle de larasse viticole et de limiter la dépense énergétiqae
biomasse viticole a été congelée afin de limiterfexanentation intrinséque et de comparer les

différents tests de fermentation entre eux.

- Ainsi, une étude préliminaire sur I'influence dediarée de stockage de la biomasse a -20°C a
été nécessaire. Les prétraitements sélectionnés dafi comparer leur influence sur la
production d’hydrogene comparativement a une bigmastockée a 4°C sontdes
prétraitements thermiques : & -20°C d’'une pad, #°C pendant 1h d’autre part.

- Le bullage du dioxyde de carbone dans la phaseléqu été sélectionné pour étre comparé a
celui de l'azote. Cette technique permet non seeigrde diminuer la pression partielle en
hydrogene, mais également d’assurer les condifoagrobies et d’extraire les gaz produits.
De plus, différentes techniques existent de pastetnents des gaz produits, tels que le
procédéPressure Swing Adsorptiaru la cryogénie qui permettent de séparer I'hyénegdu
CO, produit. Le test effectué sur l'utilisation du xjole de carbone en tant que gaz de
balayage permet le recyclage d’'une part dy @©duit et jouera un réle sur le pH du milieu.

- Enfin, les valeurs de pH testées ont été séleaenmafin de couvrir la gamme de 4,5 & 5,7
pour le pH opérationnel et de 4,5 a 7,0 pour lenitil.

A ces différentes études paramétriques, nous adgaiement choisi d’étudier I'influence de la charge
de biomasse sur la production d’hydrogéene afin denaitre les limites de notre procédé par
fermentation endogéne de la biomasse viticole thesit En effet, la production d’hydrogéne par

fermentation endogene ne permet pas de dissosidéraletéries productrices d’hydrogene du substrat,
ce qui a pour conséquence de limiter la variatiossjble du rapport ‘substrat/micro-organismes’. Par
conséqguent, nous avons souhaité connaitre jusgeeqconcentration en sucres, la productivité en
hydrogéne était maximale.

100



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

1.2. Mise en ceuvre dans le bioréacteur

Cette étude s’appuie sur le fonctionnement optirdiséioréacteur semi-batch (Cliat al, 2015).
Les parametres opératoires considérés comme optisant : une température de fermentation de
37°C, une agitation de 220 tr/min, un débit de 20mm d’azote utilisé comme gaz de balayage pour

extraire les gaz produits du milieu fermentaire.

Dans les différentes parties composant ce chagétrbiomasse viticole ‘bourbes Pinot Gris’ (BPG)
provenant d’Alsace et issue des vendanges 20Xl feaétionnée en deux : une premiére fraction a été
stockée a 4°C et une seconde a -20°C. Seule Kofiestockée a 4°C a été testée dans la deuxiéme
partie de ce chapitre et comparée a celle stockB@°€. La biomasse stockée a -20°C a été utiesee
fermentation endogene pour les études paramétridpies chapitre.

Ce chapitre est composé de quatre parties comgrefiar’étude de l'influence du stockage de la
biomasse a -20°C; (Il) I'étude de linfluence dretpaitement thermique et du gaz de balayage
utilisés ; (Ill) I'étude de l'influence des pH it et de régulation ; (IV) I'étude de linfluena la

charge initiale en biomasse.

Dans la premiére et la deuxieme étude, la biomagdé diluée pour obtenir une concentration imtial
en sucres d'environ 14 g équivalent DCO/L. Le phhialement été ajusté a 7,0, puis régulé a une
valeur égale ou supérieure a 5,7. Dans la prenditige, la biomasse a été stockée pendant 35 jours,
43 jours, 67 jours et 115 jours a -20°C. Dans laxgme étude, la biomasse stockée a 4°C ‘sans pt’
est comparée a la biomasse stockée a -20°C ‘ptf, Giomasse stockée a -20°C et ayant subi un
prétraitement thermique a 70°C pendant 1h ‘ptfct. fators de ces différents tests, le gaz de bakayag
utilisé est I'azote avec un débit de 50 mL/min.ignka biomasse stockée a -20°C a été utilisée dans
deux tests de fermentation afin de comparer I'azotedioxyde de carbone utilisés comme gaz de

balayage. La figure 25 résume les fermentatiorissé&s dans les deux premiéres études.

Biomasse Charge/ajustement pH Fermentation Parameétres

% * Productiond’H,
BPG sans pt > N,=50 mL/min
—_ ‘ | * RendementenH,

iyt
g -20C — % N,=50 mL/min ° ProductivitéenH,
‘Dt
L ST * RapportH,/CO,
% CO, =50 mL/min

* Tempsde latence

§20°Cet 1h 370°C , , o
5 eau ptf + ptc -
BPG - .+ Production de métabolites
N, =50 mL/min

) 14geq.DCO/L‘ 37°C, 220 rpm * Analyse des structures des
Ajustement pH, 1@ 7,0 pH. T 57 populations microbiennes
régulation = »

Figure 25 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester I'influence denditions de
stockage, des différents prétraitements thermigigsz de balayage utilisés.
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Dans la troisieme partie de ce chapitre, la biomasségalement été diluée pour obtenir une
concentration initiale en sucres d’environ 14 gidajent DCOJ/L. L'azote a été utilisé comme gaz de
balayage avec un débit de 50 mL/min. Les pH inigialde régulation ont été testés a différentes
valeurs afin de mettre en évidence leur influenaela production d’hydrogéne ainsi que sur les
structures des populations microbiennes. Il estoimamt de rappeler que le pH n’est régulé que
lorsqu’il est inférieur a une valeur donnée graasmea pompe injectant de la soude a 1M. Ainsi, une
régulation a une valeur de 5,7, correspond erafaite valeur égale ou supérieure & 5,7. Les diffgre
tests effectués sont: ‘7,0/5,7"; ‘5,7/5,7" ; ‘B®’ et ‘4,5/4,5' respectivement pour la valeur ¢
d’'ajustement initiale et celle de régulation. Lgufie 26 résume les fermentations réalisées pour

I'étude de l'influence du pH sur la production ddnggéne.

Biomasse Charge ajustement pH Fermentation Paramétres

i an * Production d’H
e % pHinitial = 7'0 ﬁ pHréguIation 2 5'7 % ’

* RendementenH,

Iyt byt
—> % pHinitiaI =5,7 — pHréguIation 25,7 %

* Productivité en H,

o -20°C___
BPG b o *  Rapport H,/CO,
9 pHinitiaI = 510 é pHréguIation 2 5'0
e Temps de latence
i Iyt

— % PHin = 4,5 3 PHreguiaton 2 4,5 H_-L *  Production de métabolites
14 g eq. DCO/L 37°C,220rpm  « Analyse des structures des
N, =50 mL/min populations microbiennes

Figure 26 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester l'influencepdtisur la production
d’hydrogene.

Dans la quatrieme partie, la biomasse stockée“&-a@té diluée a différents ratios afin d’obtetes
concentrations initiales en sucre de 14/28/45/6@/¥sjuivalent DCO/L. Le pH initial a été ajusté a
7,0 et régulé a une valeur égale ou supérieur@.d_Bzote a été utilisé comme gaz de balayage. La
figure 27 résume les fermentations réalisées pétude de I'influence de la charge sur la productio

d’hydrogéne.
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Biomasse Charge/ajustement pH Fermentation Parameétres
i ! e Production d’'H
—> H—; 14 g éq. DCO/L = H.-; 2
o L * RendementenH,
> H—L 28 g éq. DCO/L > H‘-L
e Productivité en H,
et et
—_— > w 48 g éq. DCO/L > w
* Rapport H,/CO,
byt It
> y 60 g éq. DCO/L > g e Temps de latence
L L * Production de métabolites
—> m 95 g éq. DCO/L > m
e Analyse des structures des
37°C, 220 rpm populations microbiennes
Ajustement pH, ;i @ 7,0 N, = 50 mL/min
pHréguIation 2 5'7

Figure 27 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester l'influencdaleharge sur la
production d’hydrogéne.
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2. Influence de la durée de stockage de la biomasse2d°C

La biomasse viticole ‘bourbes’ de cépage Pinot 8sae du domaine Pfister a Dalhenheim en Alsace
a été stockée a -20°C dans le but de limiter smdetation intrinseque. Dans cette partie, on

s'intéresse a étudier l'influence de la durée destmekage sur les performances de production

d’hydrogéne, ainsi que sur le métabolisme globsepopulations microbiennes.

2.1. Evolution de la production d’hydrogene

Les figures 28a et 28b représentent le volume oéiratile débit d’hydrogéne produit au cours du
temps en fonction de la durée de stockage de tadsise a -20 °C.

4,0
28a
<
—
£ 3,0 A
3 ” ——63jours
2
Q ——35jours
e
'E" 2,0 ——47jours
° 115jours
=
e
Q 4
g 1,0
3
o
> /s
7,
0,0
28b
£
—
=
E] o 63 jours
30,10 - J
a o 35jours
Q
G o 47 jours
o
< 115jours
E 0,05 4
e
=
o]
‘o
o
0,00 &
0

Temps (h)

Figure 28 : Influence de la durée de stockage 435,63 et 115 jours) de la biomasse a -20°C suplerae d’hydrogene (a)
et le débit d’hydrogéne (b) produit au cours dugem

La figure 28a montre I'allure globale des courbespdoduction d’hydrogéne cumulé par litre de
milieu réactionnel, similaire quelle que soit larék de stockage. Aprés des temps de latence
d’environ 9 h hormis pour le test '63 jours’ (1Q s consortia microbiens produisent de I'hydragén
avec des productivités maximales similaires penplusieurs dizaines d’heures, puis, entre 25 dt 50
de fermentation, les productions d’hydrogéne salenties plus ou moins fortement selon les tests. A
partir de la figure 28b, on remarque que le déHiydtogene produit entre 25 h et 50 h de
fermentation, differe en fonction de la durée daegéation. En effet, les profils de production
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d’hydrogéne sont composés de deux phases dont d fia premiére marque le début des divergences
entre les différents tests. L’accumulation de depatités se traduit par des phases de ralentisgeme
de la production d’hydrogéne plus ou forte selantksts. Stenbergt al (1998) suggerent que les
dommages causés par la congélation sur la biomsms#enotamment dus a l'augmentation de la
concentration en sels pendant la phase de formdéercristaux, ces derniers pouvant également étre
formés dans le milieu intracellulaire de la celllfar conséquent, le stockage de la biomasse & -20°
peut induire un stress osmotique pour la microffmésente et former des cristaux intracellulaings q
deviennent létaux pour les micro-organismes segwil$i 'on considere que les micro-organismes
majoritaires responsables des deux phases de pimddchydrogene (figure 28b) sont différents, il
semble que la congélation conduise a une modificadie la diversité microbienne endogene de la
biomasse responsable de la deuxieme phase de toodukhydrogéne. Ceci entraine ainsi une

modification de profil au niveau de la phase dermagsement de la production d’hydrogene.

Enfin, a partir de 50 h, les productions d’hydrogée stabilisent a des valeurs statistiquemenhpsoc
(p > 0,05 ; t-test), dont la valeur moyenne es®,@et 0,1 L/Lsacteur

Ainsi, la durée de stockage de la biomasse a -26flence uniqguement la deuxiéme phase de
production d’hydrogene (plus minoritaire) corresgent au ralentissement de la phase exponentielle
(entre 25 h et 50 h), sans affecter pour autantolame d’hydrogéne produit. Cette différence
minoritaire aura-t-elle une répercussion sur lalpotivité et rendement en hydrogene ?

2.2. Performances de production d’hydrogéne

Les valeurs de performances de production d’hydregidtenues en fonction de la durée de stockage

de la biomasse a -20°C sont représentées suia f&9.
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Figure 29 : Performances de production d’hydrogébé&nues en fonction de la durée de stockage bieifaasse a -
20°C pendant 35, 47, 63 et 115 jours : producti(@g production (b) et rendement (d) en hydrog@&eoncentration
initiale en substrat (c).

Les résultats de la figure 29a indiquent que lapetvité la plus élevée obtenue lors du test BL#g’
(6,24 mmol/L/h) est statistiquement différente datres valeurs (p < 0,05 ; t-test). Les conceminati
initiales en sucres (figure 29c) étant similaires fnoyenne 14,8 + 0,6 g éq. DCOI/L), la seule
explication possible est une modification de la nofiore en faveur des bactéries productrices
d’hydrogéne certainement liée a une hétérogénéitaé diomasse, malgré toutes les précautions prises
pour homogénéiser la biomasse au mieux lors duidraement. La productivité en hydrogéne
obtenue par le test 47 jours’ étant une valeuéesoon peut en conclure que le temps de stockage d
la biomasse a -20°C n’'impacte pas la productivitéydrogéne.

Les résultats de la figure 29b et 29d indiquent lguéemps de stockage de la biomasse a -20°C
n'impacte pas significativement (p > 0,05 ; t-tdetyolume d’hydrogéne produit, en moyenne de 3,2
+ 0,1 L/L, ni le rendement en hydrogéne, en moyehiié + 0,08 mol/mol.

Ces données prouvent qu’'un stockage a froid deladsse jusqu’a prés de quatre mois, est possible
avec le maintien des performances d’hydrogene. legeres différences observées pendant la
deuxieme phase de production d’hydrogéne (2.1.biterasses stockées a -20°C pendant différentes
durées, n'ont pas d’impact significatif sur lesfpenances de production d’hydrogéne. On peut alors
se demander si le métabolisme microbien est reaptmde ces différences.

106



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

2.3. Métabolisme

Lors de cette série de tests de fermentation, datification des métabolites a été réalisée par-@L-
pour les alcools (éthanol et butanol) et par HPLC4ibur les acides organiques et les acides gras
volatils. La figure 30 représente les bilans dei@natcalculés sur la DCO soluble initiale et findles
quantités initiales de métabolites et d’hexosesébtitconverties en équivalent DCO et leurs sommes

représentent la DCO initiale. L'équivalent DCO fimaest calculé a partir de I'nydrogéne et des

métabolites produits.
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Figure 30 : Bilans de matiére calculés pour leséints tests de fermentation a partir d’'une bioseastockée a -20°C
pendant 35 jours, 47 jours, 63 jours et 115 jours.

Les valeurs de bilans de matiére calculés sont deegpentre 93 % et 110 %, respectivement pour les
tests '63 jours’ et '35 jours'. Cela signifie guéduivalent DCO finale a été complétement identifié
pour tous les tests de fermentation grace aux sexlC-FID et HPLC-UV. Par ailleurs, les sucres
initiaux ont été totalement consommés entre un maxi de 99,5 % et un minimum de 99,1%,

respectivement pour les biomasses stockées peficigmirs et 35 jours.

La figure 31 représente la distribution des métigdmet des gaz produits, et les quantités indide
sucres, pour les quatre tests de fermentation giresla moyenne calculée a partir de ces derniess.
gquantités obtenues sont calculées en soustrayaubmntités initiales aux quantités finales présent
dans le milieu fermentaire. Une consommation deabmwldites est représentée par une barre
d’histogramme négative, alors qu’'une production egirésentée par une barre d’histogramme

positive.
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Figure 31 : Distribution des métabolites et des geaduits, et des quantités initiales de sucrefoection de la durée de
stockage (35, 47, 63 et 115 jours) de la biomas20C.

Quels que soient les tests de fermentation, I'tedtale butyrate sont les métabolites majoritagmeim

produits (moyennes respectives de 28 £ 7 mmol et 39mmol), alors que I'éthanol, le valérate, le

lactate, le succinate et le formiate sont les naditels minoritairement produits ; quant au tartrdite

est le seul métabolite a étre présent initialereanjuantité élevée (13,4 £ 0,1 mmol en moyenna) et

étre entierement consommeé pendant la fermentagiaan(ité finale nulle pour tous les tests). L'acide

tartriqgue est spécifique du raisin et tres peu algdries sont capables de le métaboliser. Cellastay

cette capacité sont le plus souvent des lactobadiRibéreau-Gayoet al.,2012). Trés peu d’études

se sont intéressées aux voies métaboliques impliga@éns la dégradation du tartrate, cependant

Radleret al. (1972), ont montré deux voies possibles de dégraddu tartrate : la premiére convertit

deux moles de tartrate en une mole de lactate etmurle d’acétate pdractobacillus plantarum

(équation 1) ; la deuxiéme convertit trois molestaltrate en une mole de succinate et deux moles

d’acétate (équation 2) paactobacillus brevisUne étude antérieure a celle de Radteal(1972) a

mis en évidence que le tartrate pouvait étre consdrpar des bactéries appartenant au genre

Clostridium (Tabachnick & Vaughn, 1948), telles q@ostridium butyricum en le convertissant

préférentiellement en acétate, en hydrogene elydere carbone et en butyrate (équation 3) (rapport
molaire butyrate/acétate de 0,1). Que ce soit Héngle de Radleet al. (1972) ou de Tabachnick &

Vaughn (1948), le tartrate est donc principalencentverti en acétate.

2HOOC(CHOH),COOH — CH;CHOHCOOH + CH;COOH + 3C0, + H,0

3HOOC(CHOH),COOH - HOOC(CH,),COOH + 2CH;COOH + 4C0,

(1)
(2)

12HOOC(CHOH),COOH — 10CH;COOH + CHs(CHs),COOH + 24C0, + 10H, + H,0  (3)

Le test de fermentation effectué lorsque la biomassté stockée pendant 35 jours a -20 °C présente

la plus faible quantité sommée (11,6 mmol) de nadis minoritaires (éthanol, valérate, lactate,
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succinate et formiate) avec principalement I'éthatde valérate (respectivement, 3,8 et 3,9 mmol).
Lorsque la durée de stockage a -20°C augmentaydatite sommeée de métabolites minoritaires est
plus élevée (jusqu’'a 23,9 mmol pour 47 jours) sqmd y ait pour autant de corrélation entre le
nombre de jours de stockage et la quantité de it minoritaires. L’augmentation de la quantité
totale de métabolites minoritaires est principaleimgue a des quantités plus élevées de formiate
(équation 4), succinate (équation 5) et lactatedéon 6) (entre 2,5 a 19,5 fois plus élevées skelen
métabolites). Par ailleurs, on remarque que lorsegiguantités sommées de métabolites minoritaires

sont les plus élevées, les quantités d’'acétatauireont légerement plus faibles.

Pyruvate + CoA - AcétylCoA + Formiate (AGy = —16,3 kJ/mol) (4)
C¢H1,06 + 2C0, + 2H, - 2HOOC(CH;),CO0H + 2H,0 (AGy = —117 k] /mol) (5)
CoHy,06 — 2CHsCHOHCOOH (AG, = —225,4 k] /mol) (6)

La durée de stockage de la biomasse a -20°C a woiéger impact sur la quantité de métabolites
minoritaires en favorisant les voies formiate, suae et lactate homo-fermentaire en défaveur de la
voie acétate, sans toutefois établir une corrélatatre la durée de stockage et la somme des
métabolites minoritairement produits. Cette |éggauigmentation peut s’expliquer par 'augmentation
de la diversité microbienne. Malgré ces légerefeidihces, trés peu de changements (mise a part la
légere diminution d’acétate produit) sont notab#s niveau des métabolites majoritaires. Ceci
explique pourquoi les productions d’hydrogene obésnlors des différents tests (cf. 2.1.) étaient

proches avec seulement 5 % de variation.

Les rapports molaires H2*(butyrate + acétate)] calculés pour les diffésetests sont compris entre
0,65 et 0,74. Ces valeurs étant inférieures a dtbilans de matiére étant complets, plusieurs
hypotheses peuvent étre émises. La premiere esm@upartie de I'hydrogéne produit a été
consommée pour la production de métabolites teks lgupropionate (équation 7), le succinate
(équation 5) ou le valérate (équation 8). Une d&mari hypothese suggére que I'acétate a été produit
par une autre voie que celle habituellement predaitpartir du sucre et menant & la production
d’hydrogéne (équation 9), telle que la voie acétaimo-fermentaire (équation 10) et/ou les voies
consommatrices de tartrate et productrices d’'azééafuations 1, 2 et 3). Chacun de ces tests aiprod
au moins I'un de ces métabolites consommateursddiggne, ce qui permet de valider la premiére
hypothése. De plus, la biomasse contient initiatende tartrate (13 mmol), ce qui laisse trois voies
possibles de conversion du tartrate en acétatén,BHafvaleur du rapport théorique du test '35 gur
étant la plus faible (0,65) laisse a penser, quars des voies consommatrices de tartrate et

d’hydrogéne, et, productrices d’'acétate et de atdeéta voie acétate homo-fermentaire (équatioral0)

été utilisée.
C¢H1,06 + 2H, » 2CH;CH,COOH + 2H,0 (AGy = —359 kJ/mol) @)
CH3;CH,COOH + 6H, + 2C0, - CH3(CH;)3CO0H + 4H,0(AGy = —96,7 k] /mol) (8)
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CoHy,06 +2H,0 - 2CH3COOH + 4H, + 2C0, (AG, = —206,0 kJ /mol) 9)
CoHy206 » 3CH;COOH (AG) = —310 kJ /mol) (10)

Par ailleurs, les rapports molaireg/ €0, indiquent que la plus faible valeur est obtenuer pe test
'35 jours’ (0,79) en comparaison avec les autrsts téespectivement 0,96, 0,93 et 0,92 pour las tes
'47 jours’, '63 jours’ et ‘115 jours’). Or, les nadtolites produits (différence entre la quantit@liénet
initiale) susceptibles d’expliquer ce faible rapgpoéels que I'éthanol et le valérate restent miames

et du méme ordre de grandeur que pour les austss fnsi, les seules mesures initiales et findkes
métabolites ne suffisent pas a expliquer la vatleurapport H/CO, différente obtenue pour le test '35

jours’.

Les valeurs de rapport molaire butyrate/acétateutéses pour les différents tests sont respectivemen
de 1,13 ('35 jours’), 1,69 ('47 jours’), 1,14 ('§8urs’) et 1,94 (‘115 jours’). Les différences obsees
entre les tests mettent en évidence soit (i) umesaramation partielle du butyrate pour produire
d’autres meétabolites ; soit (ii) une production aditate par différentes voies métaboliques. Deux
auteurs montrent gu'il existe d’'autres voies mélighes de production de butyrate (i) : Thaeeal
(1977) montrent qu€lostridium kluyveriest capable de convertir I'acétate et I'éthanobetyrate ;
Wanget al, (1999) montrent la possibilité de convertir I'taté et I'hydrogéne en butyrate. Enfin,
Belengueret al, (2007) montrent la possibilité que possédentows bactéries a convertir le lactate
en acétate, butyrate et/ou propionate, tellesEmacteriumspp L'utilisation différente des voies de
consommation du tartrate (équations 1 a 3) et/ola deie de production d’'acétate homo-fermentaire

(équation 11) peuvent également expliquer lesmdiffées de rapports molaires butyrate/acétate.

La figure 32 représente la consommation et la ptioln des métabolites, des gaz et des sucres au

cours du temps, pour les tests de fermentatiofo'@5s’, '47 jours’ et '63 jours’.
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Figure 32 : Consommation/production des métabolged, c), et, des gaz et des sucres (d, e, fpatsau temps de
fermentation des biomasses stockées a -20°C peB8aatrrs, 47 jours et 63 jours.

La figure 32d indique que I'exces de dioxyde ddoae produit par rapport a I'hydrogéne observé au
niveau du biogaz total produit pour le test '35rgdrapport molaire HHCO, de 0,79) est également
présent des 10 h de fermentation. Or, pour cedastpserve une consommation du tartrate a partir d
10 h : 0,25 mmol/L/h a 10 h, puis 0,60 mmol/L/h &2 et 0,29 mmol/L/h & 34 h (figure 32a) ;
contrairement aux tests '47 jours’ et '63 joursupdesquels le tartrate n’est consommé qu’a pdgir
34 h, lorsque tous les sucres ont été consommguerdf 32b et 32c¢). Les allures de courbes de
production de butyrate et d'acétate suivent calleproduction d’hydrogéne (figures 32d, 32e, 32f),
avec une production de butyrate toujours plus éeyée celle de l'acétate a partir de 24 h de
fermentation, excepté pour le test '35 jours'. Efete lors de ce dernier test, la concentration en
acétate est légerement plus élevée que celle grabeijusqu’a 24 h de fermentation, puis elle devie
inférieure a la concentration en butyrate jusq@a4

111



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

La consommation prématurée du tartrate selon l#guad permet d’expliquer le faible rapport
molaire H/CO, global obtenu et la production d’acétate supéeeucelle de butyrate a 10 h lors du
test '35 jours’, alors que dans les autres testgaitrate semble étre consommé par une voie non

productrice d’hydrogéne ou de dioxyde de carbone.

Par ailleurs, on remarque que pour le test '35sjola production d’acétate réaugmente en fin de
fermentation (figure 32a) alors que pour le test jdurs’, I'acétate diminue en suivant I'allure de
courbe du butyrate (figure 32b). Or a ces tempedrentation, il n'y a plus de sucres disponibles n
de métabolites dont la consommation aurait la tecelanversée de la production d’acétate. Ainsi, il
n'est pas a exclure que les quantités d’acétasxeds (par rapport au butyrate) soient produitedavi
voie homo-acétogénése (équation 11). Certains roigyanismes homo-acétogenes ont la capacité de
sporuler ce qui les rend capables de résister acaladitions de congélation. L’homo-acétogénése
expliquerait ainsi les faibles rapports molairetylate/acétate obtenus par les tests '35 jour®3et
jours’.

4H, + 2C0, —» CH;COOH + 2H,0 (AGy = —104,0 k] /mol) (11)

Les cinétiques de production de métabolites obermuepartir des triplicats montrent quelques
differences minoritaires en fonction des testssgaur autant avoir de corrélation avec la duree de
stockage de la biomasse, ni d'impact sur les pedaces globales des productions d’hydrogene (cf.
2.1.). Alin de connaitre l'origine microbienne deévblution de la production de meétabolites d’'une
part, et des différences percues au niveau desoli#és minoritaires d'autre part, les échantilléns
differents temps de fermentation préleves lors est t47 jours’, ainsi que 'ADN extrait des
échantillons prélevés a 24 h pour les tests '3Esja@t '63 jours’, a eté séquence.

2.4. Structure des populations microbiennes

Le séquencage a été réalisé par I'INRA TransferirBnnement en ciblant les régions variables V4-
V5 des séquences de I'ARN ribosomique 16S des protes. Les séquences partageant au minimum
97 % de similarité ont été groupées en OTU (urtiéigsnomiques opérationnelles) a I'aide du logiciel
Mothur. Ce pourcentage correspond a un pourceritdgamédiaire entre les genres (96 %) et les

espéeces (98 % pour la plupart des genres bactéaerse genr®acillus> 98 %).

Avant d’étudier la structure des populations miggohes en fonction de la durée de stockage de la
biomasse a -20°C, il fit nécessaire d’étudier tegcgires des communautés microbiennes au cours de
la fermentation. Pour cela, des échantillons pésddnitialement et au cours de la fermentationH;10

24 h, 34 h et 58 h) du test '47 jours’ ont été sbdgés. La taxonomie aux niveaux du phylum et de la

famille de ces échantillons est représentée diguee 33.
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Figure 33 : Classification taxonomigque aux niveawpthylum et de la famille (a et b) et indices deethité des échantillons
prélevés (représentés par des fleches) au couls fgementation des bourbes Pinot Gris lors du #8tjours’ (d). Fir =

Firmicutes ; Pro = Proteobacteria ; Bac = BacilliClo = Clostridia ; Gam = Gammaproterobacteria ; Afp

Rho = Rhodospirillales.

Alphaproteobacteria ; Lac = Lactobacillales ; ClelClostridiales ; Enb = Enterobacteriales ; Spo p@&olactobacillales ;

La classification taxonomique de la biomasse itidiluée dans le bioréacteur (0 h) montre que
Proteobacteriaest le phylum bactérien le plus abondant (60,6 6ivi du phylumCyanobacteria
(27,8 %), le phylunfirmicutesne représentant que 1,0 % d’abondance relative.
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Les séquences représentatives des trois OTU naajestont été identifiées grace a la comparaison
aux séquences issues de la base de données eeuamtale (nr_nt) de NCBI via le logiciel en ligne
BLAST. Les séquences représentatives des deux Odjoritaires (28,7 % et 15,5 %) appartenant au
phylum Proteobacteria ont été respectivement affiliées @&luconobacteroxydanset a des
mitochondries avec respectivement 99,5 % et 100,8e%imilarité. La séquence représentative de
I'OTU majoritaire (27,8 %) appartenant au phyl@gyanobacteriaa été affiliée a des chloroplastes
avec 100,0 % de similarité. Les mitochondries et thloroplastes étaient originellement des
procaryotes vivant en symbiose avec les eucarygplantes en font partie), qui au cours du temps
ont perdu leurs capacités a vivre sans leur hGatetvolué organelles (Baptes2013). Parmi la liste

de séquences affiliées les plus proches, on redrdeg mitochondries et des chloroplastes issua de |
planteVinis vinifera Ce résultat n'est pas surprenant puisqu’en delbjomasse ‘bourbes’ utilisée
pour la fermentation obscure est issue de la \iticet Gluconobacter oxydansst une bactérie

acétique prédominante dans les baies de raisig(@&ib-Gayoet al, 2012).

Ainsi, la biomasse ‘bourbes’ est constituée prialdment de bactéries appartenant au phylum
Proteobacteria.En revanche, au cours de la fermentation, le phyiirmicutes devient le plus
abondant au détriment du phyluRroteobacteria En effet, les valeurs d’abondances relatives du
phylum Firmicutespassent de 1,0 % initialement a des valeurs coegpsestre 97,4 % (10 h) et 92,3
% (58 h) ; et celles du phyluRroteobacterigpassent de 45,1 % (0 h) a des valeurs comprises ent
0,6 % (34 h) et 1,8 % (58 h). Les conditions dasxjlielles la fermentation obscure est pratiquée

permettent de « favoriser » les bactéries appartenaphylunfFirmicutes.

Méme si le phylunFirmicutesreste le plus abondant, la classification taxonomides séquences au
niveau du taxon évolue au cours de la fermentgfigare 33b). En effet, initialement, la famille
AcetobacteriaceaghylumProteobacterig est la plus abondante aphéisis vinifera (35,5 %), puis a

10 h de fermentation, la famill€lostridiaceaedevient la plus abondante (84,3 %) et I'abondance
relative de la familleEnterococcaceaaugmente en passant de 0,3 % a 12,9 %. Ces deilllesam
restent les principales jusqu’a la fin de fermeaatat(58 h) mais avec des abondances relatives
différentes. Au cours du temps, I'abondance retatigsClostridiaceaediminue de moitié en passant
de 84,3 % (10 h) a 40,5 % (58 h) alors que celteEmeerococcaceaaugmente en passant de 12,9 %
(10 h) & 20,7 % (58 h). A 34 h, une autre familkevidnt également importante avec 19,3 %
d’abondance relative, lIeSporolactobacillaceaeToutefois, I'abondance de cette famille diminue de
moitié en fin de fermentation (9,7 %) en faveuldaémille Lachnospiraceagjui passe de 1,4 % (34

h) a une abondance relative de 21,0 % (58 h).

Les indices de diversité Shannon (H) et SimpsordS)ommunautés microbiennes ont été calculés
pour les échantillons en début de fermentatiometaurs de fermentation, basés sur les abondances

relatives obtenues pour chaque OTU (figure 33dhdite de diversité de Shannon estime la diversité
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des taxons contenus dans un échantillon environnhen tenant compte du nombre de séquences
obtenues pour chaque taxon (Mouillot et al., 1999hdice de diversité de Simpson (S) tient compte
non seulement du nombre de taxons observés mass, alesla part de chaque taxon dans la
population totale. Cet indice donne plus de poidg taxons dominants. Il existe plusieurs indices
déclinés a partir de cette définition. Celui ulisans cette étude (1-S) rend compte de la prat&abil
de sélectionner aléatoirement deux séquences agopant a deux OTUs différents, autrement dit, plus
les valeurs des indices de diversité augmentemiustia population observée, posséde une diversité

élevée.

De maniere générale, les indices de Shannon eimes&n évoluent de maniére similaire au cours de
la fermentation du test '47 jours’. On remarqueequiiébut de fermentation, les indices de diversité
(Shannon et Simpson) sont élevés, ce qui trad@tgrande diversité microbienne, puis a 10 h de
fermentation, les valeurs des indices sont 2,36ads plus faibles que les valeurs initiales, cé q

traduit une faible diversité microbienne. Puis,caurs de la fermentation, la diversité microbienne
évolue, ce qui se traduit par 'augmentation deleura des indices de diversité, jusqu’a devenir
similaires en fin de fermentation (58 h) a leurdeuss initiales en début de fermentation

(respectivement 2,1 et 0,8 pour Shannon et Simpson)

En somme, la mise en fermentation de la biomass@lies’ dans le bioréacteur a permis I'émergence
de bactéries appartenant majoritairement a la la@ilbstridiaceaeau détriment de celles initialement
présentesAcetobacteriaceae, Cyanobacteria, Mitochondria denibacteriaceae

A 10 h de fermentation, la distribution microbienobtenue, semble étre la plus représentative de la
productivité en hydrogéne maximale pour le test jddrs’ et est associée a la famille des
Clostridiaceae Puis, a partir de la phase de ralentissement geolduction d’hydrogéne (24 h), on
observe une diminution de I'abondance @dsstridiaceaeet une augmentation de la diversification
des populations microbiennes, liées a un appaevniest en substrat et a I'accumulation des

métabolites dans le milieu réactionnel.

La productivité en hydrogene maximale n’étant pagours atteinte a 10 h de fermentation pour tous
les tests de fermentation ('63 jours’), les classatfons taxonomiques suivantes ont été par comstqu

réalisées sur des échantillons prélevés a 24 ardeeftation.

Les figures 34a et 34b représentent les classditattaxonomiques et les indices de diversité
microbienne des échantillons prélevés a 24 h dadetation lorsque la biomasse a été stockée
pendant 35, 47 et 63 jours.
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Figure 34 : Classification taxonomique au niveaualé&mille réalisée a partir des échantillons préés a 24 h de
fermentation lors des tests '35 jours’, '47 joues”’63 jours’.Fir = Firmicutes ; Pro = Proteobacteria ; Bac = Bdlti ; Clo
= Clostridia ; Gam = Gammaproterobacteria ; Lac = t#bacillales ; Clol = Clostridiales ; Enb = Enterobieriales ; Spo
= Sporolactobacillales.

Comme remarqué précédemment, le phylBimmicutes est le plus abondant avec des valeurs
d’abondances relatives proches variant entre 96¢t 97,4 % respectivement pour '35 jours’ et '47
jours’ (figure non représentée). La classificattamonomique au niveau des familles (figure 34a)
indique queClostridiaceaeest la famille majoritaire quelle que soit la durde stockage de la
biomasse a -20°C, avec respectivement, 85,8 %,%(&4 80,1 % d’abondance relative pour les tests
'35 jours’, '47 jours’ et '63 jours’. En revanchen remarque que la principale famille minoritaist e
différente pour le test '63 jours’Peptostreptococcacedd?2,9 %), que pour les deux autres tests:
Enterococcaceag@espectivement 9,7 % et 12,9 % pour '35 jours4@tjours’).

Sur la figure 10b, on remarque que plus la duréstdckage de la biomasse a -20°C est longue, et
plus les indices de diversités microbiennes sdbtefa (diminution respective de 35 % et 43 % pour
les indices de Shannon et de Simpson, entre less'88sjours’ et '63 jours’). Ceci peut s’expliquear

le fait que seules les bactéries les plus résesamntes conditions de congélation de longue cunéte
conserveées ; les autres moins résistantes, pesiauimater & ces conditions sur une courte durée

mais plus la durée est longue et moins elles sigist
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L’affiliation des séquences a l'espéce ou au geni@obien le plus proche est présentée dans le

tableau 5 pour les tests '35 jours’, '47 jours’és jours’.

Tableau 5 : Affiliation des séquences majoritaidl®8DN codant pour 'ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés a 24h de fermentation lostdsts '35 jours’, '47 jours’ et '63 jours'.

Similarité ‘35 jours' ‘47 jours' ‘63 jours'
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 35,9% 58,2% 74,4%
Clostridium sp. 98,7% 23,0% 8,9% 0,4%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 1,7% 2,5% 2,3%
Clostridium intestinale 99,7% 25,2% 0,8% 3,0%
[Clostridium] bifermentans 100,0% 0,2% 0,1% 12,4%
Enterococcus villorum 98,7% 9,7% 24,8% 0,8%
Leuconostoc mesenteroides 100,0% <0,1% 0,5% 2,7%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 0,1% 1,5% 0,7%
Enterobacter/Klebsiella/Proteus 99,7% 1,2% 1,3% 0,1%

Le tableau 5 indique que le genre affilié a la sége représentative de I'OTU dominant et commun
aux trois tests de fermentation '35 jours’, '471®et '63 jours’, esClostridiumspp. (oseum, diolis,
beijerinckii, butyricum) avec les abondances relatives respectives d&/85%8,2 % et 74,4 %. Seul le
test '35 jours’ contient deux taxons sous-dominaigartenant également a la fam@llstridiaceae

et affiliés respectivement @lostridium intestinalest Clostridiumsp. avec respectivement 25,2 % et
23,0 % d’abondance relative. Ces deux taxons dastrpinoritaires dans les tests '47 jours’ et '63
jours’ (abondances relatives inférieures a 8,9 E&s espeéeces intermédiaires affiliées aux autres
séquences sontEnterococcus villorumavec des abondances relatives de 9,7 % et 24,8 %
respectivement pour le test '35 jours’ et '47 joyrgClostridium] bifermentansavec une abondance
relative de 12,4 % pour le test '63 jours’. Les Iphypes bactériens minoritaires présents danslésus
tests sont principaleme@ostridiumspp. (sartagoforme, tertium), Leuconostoc mesenteroaldes

phylotypes bactériens entériqueBn{erobacter/Klebsiella/Protelisappartenant a la famille des

Enterobacteriaceaavec des abondances relatives inférieures a 2,7 %.

2.5. Discussion

Dans les paragraphes 2.1. et 2.2., nous avons &ueguperformances de production d’hydrogéne
étaient similaires quelle que soit la durée dekstge de la biomasse a -20°C. L'étude des métabolite
produits lors des différents tests de fermentateomévélé une similarité au niveau de la production
d’acétate et de butyrate, métabolites majoritairgrpeoduits, avec quelques différences au niveau de
métabolites minoritairement produits tels que BEétbl, le valérate, le lactate, le succinate et le
formiate. En revanche, I'étude des structures danmenautés microbiennes a permis de voir une

diversité microbienne décroissante avec I'augmantate la durée de congélation.

Cette discussion est fondée d’'une part sur latigatde relier les métabolites produits aux strregu
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de communautés microbiennes présentes, et d’aattequr la compréhension de l'influence de la

durée de stockage de la biomasse a -20°C surlesises de communautés microbiennes.

Le genre bactérien affilié a la séquence représemtde 'OTU majoritaire estClostridium spp.
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricuna une abondance relative respective pour chaesests '35
jours’, 47 jours’ et '63 jours’, de 35,9 %, 58,2 & 74,4 %. Ainsi, plus la durée de stockage est
longue et plu€lostridiumspp. oseum, diolis, beijerinckii, butyricunest majoritaire, ce qui signifie
que les bactéries appartenant a ce genre sontarésis a la congélation méme aprés 63 jours.
Clostridium butyricum, Clostridium beijerinckii, @tridium diolis, Clostridium roseusont connues
dans la littérature pour produire de I'hydrogenegkinenet al, 2007 ; Nandi, 1998 ; Davila-Vazquez
et al, 2007). Le paragraphe 2.1. a montré que la ptadud’hydrogéne n'était pas affectée par la
durée de stockage, or, on remarque que les abaslaglatives de cette espéce sont différentes. Ceci
suggeére soit (i) qu€lostridium spp. foseum, diolis, beijerinckii, butyricinme sont pas les seuls
types de bactéries responsables de la productiyidigene et gu'une ou plusieurs autres bactéries
sont également capables d'y participer ; (ii) soitelles sont suffisamment nombreuses dans le unilie
réactionnel de chaque test pour convertir le sabsetr hydrogene et dans ce cas, la condition Intgta
n'est plus I'abondance relative des bactéries moihes d’hydrogéne mais la quantité de substrat

disponible.

Le test '35 jours’ montre deux autres OTU suppléaiees majoritaires Clostridium intestinalg25,2

%) etClostridiumsp. (23,0 %). Le test '47 jours’ ayant la meillepreductivité en hydrogéne (6,24
mmol/L/h) ne montre la présence de ces deux OTl@érgmoindre proportion et surtout pour le
premier : 0,8 % et 8,9 % respectivement. Les résutibtenus pour deux OTU sont respectivement de
3,0 % et 0,8 % pour le test '63 jours’. Comme indiglans le chapitre lIClostridium intestinalesst
potentiellement capable de produire de I'hydrogéiepres GoRneret al. (2006). Par ailleurs,
I'abondance relative d€lostridiumsp. diminue avec I'augmentation de la durée dekatpe de la
biomasse a -20°C passant de 23,0 % a 0,4 % resgeetnt pour les durées 35 jours et 63 jours, ce
qui suggere que ces souches qui n'ont pas été Hemment caractérisées taxonomiquement sont
impactées par la durée de congélation. En outrs, togis phylotypes bactériens fermentent
majoritairement les hexoses en butyrate et acéiiad/oset al.,2009), ce qui permet de confirmer la
production majoritaire de butyrate et acétate, apetentiellement la capacité a produire de
I'hydrogéne. De mémeClostridium] bifermentansprésente dans le test '63 jours’ (12,4 %) est
connue pour fermenter a la fois les sucres et tédes aminés et a la particularité de produire
majoritairement de I'hydrogéne via les voies aettformiate (De Vost al, 2009). On observe en
effet la consommation de formiate (figure 32c) Bu?™ phase de fermentation (aprés 34 h) sur ce

test. Ainsi I'hypothése (i) selon laquelle plusieuespeces bactériennes sont responsables de la
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production d’hydrogene et pas seulem@lastridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricune)st

recevable.

L’hypothése (ii) selon laquelle le volume d’hydrogeproduit est similaire quelle que soit la durée d

stockage de la biomasse a -20°C en raison nonipasrdbre de bactéries productrices d’hydrogéne
mais de la quantité limitée du substrat dispondsé également valable. En effet, non seulement,
I'analyse des sucres solubles initiaux présents danbiomasse a montré des concentrations en
substrat identiques (en moyenne 14,8 + 0,6 g édD/DIC; mais aussi les rendements en hydrogene

calculés sont semblables (1,74 + 0,08 mol/mal).

En ce qui concerne les métabolites minoritairenpeaduits, on s’intéresse aux bactéries ayant des
abondances relatives minoritaires. Parmi cellesstiretrouveEnterococcus villorunet Leuconostoc
mesenteroidegjui sont des bactéries lactiques aéro-anaérobistdtves, homo-fermentaire pour
I'une, et hétéro-fermentaire pour I'autre. La preraiproduit de I'acide L-lactique (équation 6) &ipa

du glucose et est retrouvée dans la flore intdstith@s oiseaux, alors que la seconde produit deléa
D-lactique, de I'éthanol et du GQ@equation 12) et est souvent présente dans le deof&isin et le vin
(Ribéreau-Gayoet al.,2012).Enterococcus villorunest I'espéce minoritaire principale présente dans
le test '47 jours’ (24,8 % d’'abondance relatived, qui est en accord avec le pic de production de
I'acétate mesuré entre 10 h et 24 h de fermentéfigare 32). En revanche, les quantités de lactate
mesurées au cours de la fermentation du test @3’jeont du méme ordre de grandeur que le test '47
jours’ et '35 jours’ malgré de trés faibles abonziEsen bactéries lactiques (respectivement, 0,8 % e
2,7 % pourEnterococcus villorunet Leuconostoc mesenteroidle€eci permet de mettre en évidence
deux phénomenes : la capacité des bactéries, autedes bactéries lactiques, de produire du kactat
la capacité de certaines bactéries de consommiactate. C'est le cas de3lostridium (Bhat &
Barker, 1947).

Ce¢H1,05 = CH;CHOHCOOH + CH3CH,0H + CO, (AG) = —216 kJ /mol) (12)

En somme, les phylotypes majoritair€ostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum)
responsables de la production majoritaire d’acétdtele butyrate sont capables de produire de
I'hydrogéne ; alors que l'identification des phylpés minoritaires entériques, lactiqu€$pstridium

spp (sartagoforme, tertium), Sporolactobacillus laaticus et [Clostridium bifermentansie suffit

pas a expliquer clairement les productions de noéitab minoritaires.

2.6. Conclusion

Cette étude a montré que le stockage de la biondag$¥ C n’avait pas d’'impact jusqu’a une durée de
115 jours sur la production d’hydrogéne (en moyedy2e+ 0,1 L/L de milieu réactionnel), ni sur ses
performances en termes de rendement en hydrogéfe#£1,08 mol/mol d’hexoses consommés) ou

en terme de productivité (en moyenne 5,2 + 0,7 fitfigl Ceci nous permet d’une part, d’utiliser la
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biomasse congelée sans diminution effective désnpeainces de production d’hydrogéne, et ainsi de
pouvoir étudier I'influence des parameétres opéraso(prétraitement de la biomasse, gaz de balayage,
pH, charge) sur les performances de productiondiltyéne sans se soucier du temps séjourné par la
biomasse a -20°C. D’autre part, ce paragraphe mdatpossibilité de stocker la biomasse viticole a
I'extérieur pendant la période automnale et hivierngui peut atteindre des températures négatives e

Alsace.

Par ailleurs, le séquencage des échantillons gelavant et au cours de la fermentation a permis de
mettre en évidence I'émergence des bactéries piache d’hydrogene appartenant a la famille
Clostridiaceaegrace a mise en fermentation de la biomasse ‘lesudans le bioréacteur. A 24 h de
fermentation, les phylotypes microbiens dominadeniifiés sontClostridium spp. foseum, diolis,
beijreinckii, butyricum quelle que soit la durée de stockage de la bisejamsec tout de méme une
augmentation de leur abondance relative avec l'amgmtion de la durée de stockage. Cette
augmentation n’est pas corrélée au volume d’hydreggroduit, ce qui laisse suggérer que soit
Clostridiumspp. (oseum, diolis, beijreinckii, butyricinme sont pas les seules bactéries productrices
d’hydrogéne soit que la condition limitante poupguire I'hydrogene n’est pas le nombre de ces
bactéries productrices d’hydrogene mais la quadgtéubstrat disponible. Les deux hypothéses sont
valables car d’autres bactéries potentiellementytiices d’hydrogéne ont également été identifiées
(Clostridium intestinale, [Clostridium] bifermentans les concentrations initiales en substrat, les
quantités de métabolites majoritaires (acétateugtréte) ainsi que les rendements en hydrogéne

obtenus sont similaires quelle que soit la duréstaekage de la biomasse a -20°C.

En outre, le séquencage a également permis deeneitiévidence la modification de la diversité
microbienne qui diminue avec la durée de stockagdadbiomasse a -20°C, notamment due a un
réarrangement des bactéries minoritaires en fage@lostridium spp. (oseum, diolis, beijreinckii,

butyricun). Au travers de I'analyse des métabolites, onaefgent montré des quantités différentes
de métabolites minoritaires sans toutefois poulasrrelier aux variations de phylotypes microbiens

minoritaires observées.

Par conséquent, dans les études suivantes, la moydrenue a partir des tests '35 jours’, '47 jours

'63 jours’ et ‘115 jours’ a été utilisée comme tekd référence au niveau des performances de
production d’hydrogéne et des métabolites produitiers que le test ayant la durée de stockage la
plus proche du test a comparer sera choisi comémaedit de comparaison au niveau des structures

microbiennes.
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3. Influence du prétraitement et du gaz de balayage

Dans cette partie, on s’intéresse a mettre en de@eal’'une part, I'influence des prétraitements
thermiques a froid et a chaud réalisés sur la bdsmébourbes’ provenant d’Alsace sur la production
d’hydrogéne ; et d'autre part, l'influence de lligi@tion du dioxyde de carbone comme gaz de
balayage sur la production d’hydrogéne, dans Iaifjede recycler le C@ produit lors de la

fermentation.

3.1. Evolution de la production d’hydrogene

La figure 35 représente le volume cumulé d’hydregproduit au cours du temps, en fonction des
prétraitements effectués et du gaz de balayagseutil
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Figure 35 : Evolution de la production d’hydrogéae cours du temps en fonction de prétraitementiteet du gaz de
balayage utilisé entre crochets.

La figure 35 montre des volumes cumulés en hydreggaduit au cours du temps similaires pour la
biomasse non prétraitée conservée a 4°C (‘sanstptdlle prétraitée a -20°C (‘ptf moyenne’). Lstte
pour lequel la biomasse stockée a -20°C a subrémgitement thermique a 70°C (‘ptf + ptc’) pendant
une heure a produit le volume d’hydrogene le plegé(3,7 L/L). Lorsque le C{a été utilisé comme
gaz de balayage (‘ptf + GO, la production totale d’hydrogene n’a pas étdpariée (3,3 L/L). Par
ailleurs, on remarque que les temps de latenceobters de ces deux derniers tests sont légérement
plus élevés que ceux obtenus par les tests ‘sanst gotf moyenne’. On ne peut toutefois pas
clairement attribuer ce décalage a I'utilisation pitétraitement thermique a chaud ou du, €@mme

gaz de balayage plutét qu'a la durée de stockada diomasse a -20°C qui est beaucoup plus élevée
que dans le test ‘ptf moyenne’, respectivement&eet 162 jours contre une moyenne effectuée entre
35 et 115 jours.

Ainsi, seul le prétraitement thermigue a chaud demimpacter positivement la production
d’hydrogene lorsqu'’il est réalisée sur une biomassgelée. L'utilisation du CQ{en tant que gaz de
balayage n'a pas d'impact sur la production d’hgéme permettant de conserver le volume
d’hydrogéene produit.
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3.2. Performances de production d’hydrogene

Les performances de production d’hydrogéne obteaysstir des tests de fermentation sur I'étude de
linfluence du prétraitement de la biomasse et da de balayage utilisé ont été regroupées sur la

figure 36.
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Figure 36 : Performances de production d’hydrogebéenues en fonction du prétraitement et du gdzatleyage :
productivité (a), production (b) et rendement (d)rgydrogéne, et concentration en substrat (c).

Les résultats de la figure 36a indiquent que Isdiion du CQ@ comme gaz de balayage impacte
négativement la productivité en hydrogéne. En geffet productivité obtenue par ce test (4,16
mmol/L/h) est 20 % plus faible que celles obtenpasles autres tests dont lg &lété utilisé comme
gaz de balayage. De plus, les résultats de la€fi§éa indiquent que le(s) prétraitement(s) effectué
sur la biomasse n'ont visiblement que peu d’infeesur la vitesse de production d’hydrogéne, les
productivités étant toutes dans I'écart-type dui desréférence (‘ptf moyenne’). En effet, les vaseu
de productivités obtenues par les tests de fermentdans lesquels soit la biomasse n'a pas été
prétraitée thermiquement (‘sans pt’), soit la bies@ga subi un double prétraitement thermique,
stockage a -20°C et 1 h a 70°C (‘ptf + ptc’) sadpectivement, de 4,75 mmol/L/h et 5,64 mmol/L/h
et sont comprises dans I'écart-type de la proditétmoyenne (5,20 + 0,71 mmol/L/h) obtenue par le

test de référence ou la biomasse a été stocké2@.-2
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Les résultats de la figure 36b indiquent que Ig¢raittment thermique d’'une heure a 70°C effectwé su
la biomasse a un effet positif sur le volume d’logdme produit. En effet, le volume d’hydrogéne
produit obtenu pour ce test (3,7 L/L) est 16 % plevé que ceux obtenus pour les autres tests de
fermentation pour lesquels les biomasses n'ont ¢tés prétraitées a 70°C, en sachant que la
concentration initiale en sucres (figure 36c¢) edentigue a celle du test ‘ptf moyenne’
(respectivement, 13,7 g éq. DCO/L et 14,4 + 1,qqg@¥CO/L). Les résultats mettent également en
évidence la possibilité d'utiliser le G&omme gaz de balayage et la possibilité d'utilisae
biomasse réfrigérée pour la production d’hydrogenemaintenant le volume d’hydrogene produit
cumulé a une valeur comprise dans I'écart-typeadealeur moyenne (3,2 + 0,2 L/L) obtenue par le
test de référence pour lequel la biomasse a é&tkéda -20°C (‘ptf moyenne’) aveg Klomme gaz de

balayage.

Les résultats de la figure 36¢ indiquent qu’unarasse stockée a 4°C (‘sans pt’) ne permet pas de
limiter la consommation des sucres par les micganismes endogéenes lors du stockage. Ceci est en

accord avec le chapitre lll. En revanche, la coatigi de la biomasse permet de la limiter.

Enfin, les résultats de la figure 36d indiquent tpprétraitement thermique de 1 h a 70°C effestué

la biomasse permet de produire de I'hydrogéne deiéreplus efficace. En effet, le rendement en
hydrogene (2,16 mol/mol) obtenu pour ce test esta@lus élevé que celui obtenu pour le test de
référence (1,80 + 0,16 mol/mol). De plus, les regsilde la figure 36d montrent que ni I'utilisatidn
CO, comme gaz de balayage, ni l'utilisation d'une bésse non prétraitée thermiquement
n’influencent le rendement en hydrogene, a conditjoe la biomasse non prétraitée ait une courte
durée de stockage a 4°€f.(Chapitre Ill). Ainsi, les rendements obtenus degsstests sont similaires

a celui obtenu par le test ‘ptf moyenne’ (1,80 #0mol/mol).

Malgré la similarité des performances de productitrydrogene obtenue entre les différents tests, le
prétraitement thermique d’'une heure a 70°C effestuda biomasse stockée a -20°C permet d’obtenir
des valeurs de production et de rendement en hgdeogespectivement 16 % et 20 % plus élevées
que dans le test de référence. Par ailleurs,isatibn du CO comme gaz de balayage n'impacte pas

le rendement en hydrogene malgre une productinitéydrogene légerement plus faible.

3.3. Métabolisme

La figure 37 représente la distribution des métigdmet des gaz produits, et les quantités indide
sucres, pour les quatre tests de fermentationbilass de matiére calculés et représentés surdiann

1 étant complets, les métabolites principalemeodyits ont été identifiés.
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Figure 37 : Distribution des métabolites et des geaduits, et quantités initiales de sucres en fiomcdes prétraitements et
du gaz de balayage.

Quels que soient les tests de fermentation, I'e&€en moyenne, 31 £+ 6 mmol) et le butyrate (en
moyenne, 39 = 4 mmol) sont les métabolites majoeitaent produits et le tartrate initial (en

moyenne, 13,6 + 0,2 mmol) est totalement consonBeéls les métabolites minoritaires produits
différent en fonction des tests.

La figure 37 indique que les métabolites minoréaiproduits sont principalement : le formiate (4,0
mmol) et le valérate (2,0 mmol) lorsque la biomassst pas prétraitée thermiquement ; le formiate
(3,8 mmol) et le propionate (2,1 mmol) lorsqu’utpaitement thermique de 70°C pendant 1 h a été
effectué sur une biomasse congelée ; le formie@el (fnmol) et le valérate (10,0 mmol) lorsque le
CO; a été utilisé comme gaz de balayage.

Par ailleurs, on remarque que la quantité totadenaetabolites minoritairement produits par le fet$t
+ CG,’ (26,6 mmol) est 1,67 fois plus élevée que cebdeenue avec I'utilisation du NDe plus, on
observe que I'éthanol présent initialement en gtéanbn négligeable (13,5 mmol) dans ce test est

reconsommeé en partie (8,3 mmol).

Les rapports molaires butyrate/acétate, les rappodiaires théoriques HR2*(butyrate + acétate)] et
les rapports molaires ;HCO, obtenus lors des différents tests de fermentat@nassociés aux
métabolismes microbiens, sont représentés suyueefi38.
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Figure 38 : Rapports molaires butyrate/acétate tagorique (b) et ICO, (c) obtenus pour les différents tests de
fermentation.

Les résultats de la figure 38 indiquent que le temtis pt' a obtenu les valeurs les plus faibles de
rapports molaires : butyrate/acétate avec une diioim de 38 % par rapport au test de référencé (1,4
+ 0,48) ; H/CO, avec une diminution de 11 % par rapport au tedtripyenne’ (0,90 + 0,08) ;
H./2*(butyrate + acétate) avec une baisse de 10 %gpguort au test de référence (0,70 + 0,04). Le
volume d’hydrogéne produit et la quantité de buty@roduit étant similaires a ceux obtenus dans le
test ‘ptf moyenne’, cela signifie que le rapportybate/acétate plus faible est lié a un exces tbaeé
produit, ce qui a été confirmé lors de I'analyse detabolites (figure 13). En revanche, celle-ai n’
pas mis en évidence la production d’'un métabolitdiqulierement co-producteur de €Q@insi, la
seule voie métabolique justifiant les faibles vadedes trois rapports molaires et I'excés d’acétate

la voie de dégradation ‘prématurée’ du tartrateuééiqn 3) mise en évidence dans ce chapitre au
paragraphe 2.3.

12HOOC(CHOH),COOH — 10CH3;CO0OH + CH3(CH3),COOH + 24C0, + 10H, + H,0 3

En ce qui concerne le test ‘ptf + ptc’, les rédsltde la figure 38 indiquent que seul le rapportaine
H./CO, est amélioré de 12 % par rapport au test de mdér€0,90 + 0,08), les autres rapports

molaires étant compris dans I'écart-type du te$ttpyenne’.

Enfin, Tl'utilisation du CQ comme gaz de balayage n'impacte pas les rappoxaires
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butyrate/acétate, O, et H/2*(butyrate + acétate) pour lesquels les valeors somprises dans
I'écart-type du test de référence ‘ptf moyenne’.

3.4. Structure des communautés microbiennes

Le séquencage a été réalisé sur des échantill@éhsvgs a 24 h de fermentation. Seul le test ‘ptf +
CO, n'a pas pu étre séquencé. L'étude réalisée sftuence de la durée de stockage a permis de
mettre en évidence une évolution de la flore mienae en fonction de la durée de stockage. C'est
pourquoi, le test ‘ptf 63 jours’ sera utilisé comm@lément de comparaison au test ‘ptf + ptc’ car la
durée de stockage est la plus proche (154 joursjetanche, le test ‘sans pt’ dont la biomasseta ét
stockée a 4°C pendant 12 jours sera comparé apties®5 jours’. La figure 39 représente la divigfs

microbienne associée aux échantillons prélevés la @4 fermentation pour I'étude du prétraitement

thermique.
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Figure 39 : Diversité microbienne obtenue pourtkests sans prétraitement et avec prétraitementsiigeies froid et chaud.

La figure 39 indique qu'une biomasse non prétragtéene diversité 7 a 10 % plus faible pour les
indices de Shannon et Simpson que celle de la lsieeongelée pendant 35 jours. En revanche, le
prétraitement thermique & 70°C effectué sur la bese congelée n’impacte pas sa diversité
microbienne par rapport au test ‘ptf 63 jours’. plas, cette diversité est plus faible que celldade
biomasse non prétraitée ou congelée pendant 35. j[Geci confirme ce qui a été conclu dans I'étude
précédente : plus la durée de stockage de la bgmmas-20°C est élevée et plus la diversité

microbienne est faible.

La figure 40 représente la classification taxonaraicau niveau de la famille obtenue pour les

échantillons prétraités ou non.
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Figure 40 : Classification taxonomique au niveadalé&mille réalisée a partir des échantillons préés a 24 h de
fermentation lors des tests sans prétraitemenvet prétraitements thermiques froid et chatid= Firmicutes ; Bac =
Bacilli ; Clo = Clostridia ; Spo = Sporolactobacillak ; Lac = Lactobacillales ; Clol = Clostridiales.

Comme remarqué précédemment, le phylkirmicutes est le plus abondant avec des valeurs
d’abondances relatives variant entre 96,0 % et 9¢ f&spectivement pour '35 jours’ et 'ptf + ptc’
(figure non représentéellostridiaceaeest la famille majoritaire quel que soit le teseawes
abondances relatives variant de 80,3 % a 94,5 %tr&cement aux tests ‘ptf 35 jours’ et ‘ptf 63
jours’, les tests ‘sans pt’ et ‘ptf + ptc’ sont qoosés de familles minoritaires ayant des abondances

relatives plus faibles et inférieures a 3,8 %.

L'affiliation des séquences a I'espéce ou au genieobien le plus proche est présentée dans le

tableau 6 pour les tests 'sans pt’ et 'ptf + ptc’.

Tableau 6 : Affiliation des séquences majoritaid®8DN codant pour 'ARNr 16S obtenues par séquengageartir des
échantillons prélevés a 24h de fermentation lostests 'sans pt’ et 'ptf + ptc’.

Similarité sanspt ptf35jours ptf63jours  ptf+ptc

Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum)  99,5% 34,4% 35,9% 74,5% 67,8%
Clostridium sp. 98,7% 3,8% 23,0% 0,4% 1,8%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 1,3% 1,7% 2,3% 20,7%
Clostridium intestinale 99,7% 45,6% 25,2% 3,0% 4,1%
Clostridium perfringens 100,0% 4,6% 0,2% 0,2% <0,1%
[Clostridium] bifermentans 100,0% 0,6% 0,2% 12,4% <0,1%
Anaerosporobacter mobilis 99,5% 2,8% <0,1% <0,1% <0,1%
Enterococcus villorum 98,7% 3,8% 9,7% 0,8% 0,6%
Leuconostoc mesenteroides 100,0% 0,1% <0,1% 2,7% <0,1%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 0,8% 0,1% 0,7% 2,5%

Comme pour la partie 2Zlostridium spp. ¢(oseum, diolis, beijerinckii, butyricumest le genre
majoritaire présent dans tous les tests a I'exoeplu test ‘sans pt’ pour lequel I'espé&i®stridium

intestinale prime (45,6 %). En effet, I'abondance relative @®stridium spp. (oseum, diolis,
beijerinckii, butyricum est d’environ 35 % pour les tests ‘sans pt’ &t 3% jours’ et d’environ 70 %
pour les tests 'ptf 63 jours’ et ‘ptf + ptc’.
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Le stockage de la biomasse a -20°C affecte I'espéastridium intestinaledont 'abondance relative

a presque diminué de moitié passant de 45,6 % 2 2, en faveur deClostridium sp. dont
I'abondance relative passe de 3,8 % a 23,&hstridium perfringengt Anaerosporobacter mobilis
sont aussi affectées par la congélation, leurs ddares relatives respectives passent de 4,6 % a 0,2
%, et de 2,8 % a < 0,1 %. En revandBeterococcus villorunm’est pas impactée par le prétraitement

a froid car elle est présente dans les deux testpdctivement de 3,8 % et 9,7 %). Quant au
prétraitement de 70°C, il affecte négativemd@@lostridium] bifermentans et Leuconostoc
mesenteroidegour lesquelles les abondances relatives passgpectivement de 12,4 % a < 0,1 %,
et de 2,7 % a < 0,1 %. En revanche, en plus desteésa la congélationClostridium spp.
(sartagoforme, tertiumyont I'abondance relative passe de 2,3 % a 20,ésbfavorisée par le

traitement thermique chaud.

3.5. Discussion

Le paragraphe 3.2. a montré que la microflore eedegréconsommait une partie des sucres lorsque
la biomasse était stockée a 4°C. Cette consommeaticucres de 5 % a été sans conséquence pour les
performances de production d’hydrogéne obtenuédsl@,, 4,78 mmol/L/h et 1,98 mol/mol contre
3,2+0,2L/L, 5,20 £ 0,71 mmol/L/h et 1,80 £ 0,4®I/mol pour la biomasse congelée). En revanche,
la réfrigération de la biomasse a 4°C (‘sans ptfaworisé I'émergence d€lostridium intestinale
(45,6 %), mais également plus minoritairemerElostridium perfringens (4,6 %) et
Anaerosporobacter mobili§2,8 %). Ces trois espéces ont pu participer ar¢aluction en exces
d’acétate (34 %). Toutefois, le faible rapport nreldutyrate/acétate associé au faible rapport ineola
H,/CO, a mis en évidence la consommation « prématuréetarttate selon I'équation 3, de la méme
maniére que pour le test ‘ptf 35 jours’ alors ge teneurs en hexose dans le milieu réactionnél son
encore importantes. D’aprés Tabachnick & Vaughn4@)9 les bactéries appartenant au genre
Clostridium ont cette capacité de dégrader le tartrate. Geaiaus permet donc pas de savoir avec

certitude quelle espéce est responsable de lamonstion du tartrate via I'équation 3.

Le paragraphe 3.2. a également montré qu’'un piétnant thermique de 70°C effectué sur la
biomasse congelée permettait d’'améliorer de 16 %olame d’hydrogéne produit, de 20 % le
rendement en hydrogéne et de 12 % le rapport mo&ICO, comparativement au test utilisant une
biomasse congelée, et sans impacter la producéviis métabolites majoritaires produits (acéttte
butyrate). Quant a la productivité, elle n'a paé séignificativement impactée par le traitement
thermique réalisé. Ce résultat positif montre glagldptabilité du consortium microbien a la
production d’hydrogene existe déja sans aucunerattiermique sur le milieu réactionnel. Alors que
dans la littérature, Kinet al. (2009) n’ont pu améliorer le rendement en hydneggelui-ci étant nul
sans prétraitement) qu’en effectuant un prétraitertieermique a 90°C, pendant 20 min effectué sur la

biomasse (déchets alimentaires) utilisée a la doimme substrat et comme consortium bactérien
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(fermentation endogéne) permettant d’obtenir urdeerent de 2,05 + 0,35 mol/mol ; Waeg al.
(2011) ont augmenté leur rendement de 53,2 % drafedt leur inoculum & 80°C pendant 30 min ;
Baghchehsaraest al. (2008) ont également augmenté leur rendement de435% en prétraitant des
boues aérées ou anaérobies a 65°C pendant 30emimaximum obtenu étant de 2,3 mol/mol. Le
prétraitement thermique effectué sur la biomagsermis de limiter la production de lactate en faveu
de la production de butyrate en fermentation endegéKim et al., 2009). En revanche, le
prétraitement thermique effectué sur l'inoculumeene a permis d’inhiber la voie propionate pour
Wanget al. (2011), alors que Baghchehsaraeal. (2008) a obtenu une inhibition de la voie lacttte
éthanoligue en faveur de la voie acétate/butyfatece qui concerne notre étude, le prétraitement
thermique effectué sur la biomasse stockée a -20%&rmis de limiter la production des métabolites
minoritaires suivants : valérate, succinate, lacttformiate et a la place d'orienter le métalnadis
vers d’'autres métabolites minoritaires : propiorettbutanol. L'orientation, méme dans une moindre
mesure, du propionate est surprenante suite a@gegt chapitre (lll) dans lequel la production de
propionate était inhibée par le traitement thermigDeci peut étre lié au fait que la biomassetait €
stockée a -20°C avant le traitement thermique ut@ davorisé I'émergence de bactéries productrices
de propionate. Le séquencage ne révele cependantiepbactéries propioniques, ce qui peut étre
attribué au fait que certaines bactéries (non progues) peuvent produire du propionate en faible
quantité, c’est notamment le cas @ostridium beijerinckiiDe Voset al., 2009 La production
légérement plus élevée d'acétate est attribuéeadugfie les bactéries productrices d’hydrogéne
nécessitent un apport en ATP plus important paur deoissance apres avoir subi un stress induit par
le prétraitement thermique. Les inhibitions totatks la production de valérate et partielle de la
production de formiate peuvent étre attribuéese&inhibition deClostridium bifermentand)actérie
connue (De Vot al., 2009) pour dégrader a la fois les sucres et ledeacaminés produisant
notamment ces deux acides organiques. L'utilisationprétraitement thermique pour optimiser la
production d’hydrogene n’est pas clairement étalliela conduit certes, & une augmentation de la
production d’hydrogéne, de son rendement et duaraph/CO,, mais sans pour autant étre expliquée
par le biais des métabolites produits. On peut rodguet noter quéClostridium spp. (sartagoforme,
tertium) est favorisée par le traitement a 70°C. Il sedwihc nécessaire d'effectuer des tests

complémentaires tels que I'analyse des enzymesqug®s dans la production d’hydrogéne.

L'utilisation du CQ comme gaz de balayage a uniquement impacter Bugtigité en hydrogene

(baisse de 20 % par rapport a la valeur obtenudepasst ‘ptf moyenne’ (5,20 + 0,71 mmol/L/h). La
légere augmentation du temps de latence observéesigepliquer par 'augmentation de la pression
partielle en C@a induit un stress chez les cellules bactériegunese manifeste de plusieurs fagons.
L'une delles est 'augmentation de la pression asgue engendrée par l'ajout plus important
d’hydroxyde de sodium utilisé pour réguler I'abais®nt de pH induit en plus de la production

d’acides organiques, au flux continu de £COr, la consommation de NaOH dans le test ‘ptfG,'C
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était similaire a celles des tests sous flux d'azbe pH initialement ajusté a 7,0 a trés rapidemen
diminué au pH opératoire (5,7), valeur pour laguidiforme CQ prédomine (88 % contre 12 % sous
la forme bicarbonate). De plus, Joeesl. (1982) ont étudié I'effet inhibiteur du GGur la croissance
de différents micro-organismes : ils en ont cormle le seuil de tolérance du micro-organisme au
CO; lui était propre. Par exemple, 1 atm de,&Bmule la germination d€lostridium sporogenes
alors qu'a 4 atm, 40 % de la germination est inhib€ette observation expliquerait la durée
légerement plus élevée du temps de latence, ceogtiibue également a diminuer la productivité en
hydrogéne. Le séquencage n’a pas été réalisé sestcenais il sera intéressant de voir I'influedice
bullage de C@dans le milieu sur la structure des populationgahiennes. Willquistet al. (2009) ont
étudié I'utilisation du C@sur une culture pure dealdicellulosiruptor saccharolyticust ont conclu a
l'inhibition de la croissance bactérienne par le,@® 60 %. A partir de notre test, on peut conclure
que l'utilisation de C@ comme gaz de balayage est possible et permatastubstituer I'azote a
celui-ci a moindre co(t. D’autres études complémiess seront toutefois, nécessaires afin de canclur
quant a l'effet du C® sur I'expression enzymatique des bactéries et phrsiculierement des

hydrogénases.

Malgré les différences observées entre les différaasts de ce chapitre, il est important de soalig
que Clostridium spp. (oseum, diolis, beijerinckii, butyricimest le genre majoritaire (ou co-
majoritaire) dans chacun de ces tests avec unedahoe relative qui differe mais qui est sans
conséquence majeure sur les volumes d’hydrogeruipr&Ceci signifie que I'abondance relative de
'espéce productrice d’hydrogene n'a pas dimpaceal sur la production d’hydrogene pour des

valeurs supérieures a 34 %.
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4. Influence du pH d’ajustement/de régulation

Dans cette partie, I'influence du pH initial et pd de régulation sur la production d’hydrogeneé ét

étudiée dans le but d’optimiser la production ditogine par fermentation endogene.

4.1. Evolution de la production d’hydrogéne

Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempstéandesuré individuellement pour les tests
‘5,7/5,7°, '5,0/5,0’ et ‘4,5/4,5", seuls les résat obtenus pour le test ‘7,0/5,7’ résulte d’'ungyenme

de triplicats. Les fermentations ont été réaliséesrtir des biomasses congelées ‘bourbes’ provenan
d’Alsace. La figure 41 représente I'évolution depladuction d’hydrogéne, au cours du temps, en
fonction du pH initialement ajusté et du pH de tatan (pHniia/PHwegud. LES courbes obtenues lors
de ces tests présentent toutes une allure typityree croissance microbienne et de production de
métabolites en mode non continu, qui peut étrei&elen trois phases (latence, exponentielle et

stationnaire).
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——5,0/5,0

4,5/4,5
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Figure 41 : Evolution de la production d’hydrogésie cours du temps en fonction des,pifpHreque

La période de latence est d’environ 9 h pour ttests sur quatre. Seul le test pour lesquelles
PHinitial/ PHrequie SONt de 4,5/4,5 présente un temps de latencelgoigs(13 h). Puis, selon les pH, on
observe que I'hydrogéne est produit avec une ptodiédcmaximale différente. On remarque que plus
le pH de régulation est faible, et plus la produt#timaximale est faible et dure un temps plus tcour
En effet, & un pH de régulation de 5,7, la proditétimaximale dure environ vingt heures, alors qu'a
un pH de 4,5, elle ne dure seulement que troiselseudn observe également deux phases de
productivités distinctes a un pH de 5,0 et de Mjalgré ces différences, les valeurs de production
finale d’hydrogéne sont du méme ordre de grandéwomprises entre 2,7 et 3,2 L/L de milieu

réactionnel.
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4.2. Performances de production d’hydrogéne

Les performances de production d’hydrogéne obtefaresdes tests de fermentation en fonction du
pH ont été regroupées sur la figure 42.
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Figure 42 : Performances de production d’hydrogébéenues en fonction du pH : productivité (a), pretibn (b),
rendement en hydrogéne (d) et teneur initiale emesu(d).

Les résultats de la figure 42a confirment que uysH de régulation est élevé et plus la produgtivi
en hydrogéne augmente. Le test de Pearson a pé¥établir une corrélation positive linéaire, entre
les valeurs de pH régulé comprises entre 4,5 e{(5770,996 sur quatre observations) significative
seuil de 1 % entre les pH de régulation et lesyrtidtés maximales en hydrogene (figure 43). Le pH
initial ne semble pas avoir d’impact sur la prodat maximale en hydrogene.
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Figure 43 : Corrélation entre la valeur de régulatidu pH et la productivité maximale en hydrogeneobe.

Les résultats de la figure 42b indiquent que laentis milieu réactionnel a un pH initial plus élevé
une incidence sur le volume d’hydrogéne produiteHat, un pH initial ajusté & 7,0 augmente de 15
% la production d’hydrogene par rapport a un ptliahde 5,7, et ce malgré la concentration initiale
en sucres (figure 42c) légérement plus faible pmutest (respectivement 14,4 + 1,0 g éq. DCO/L
contre 15,8 g ég. DCO/L). En revanche, le pH deledpn n'a pas d'impact significatif (p > 0,05-; t
test) sur le volume d’hydrogéne produit. Par aibewn observe que le volume d’hydrogéne le plus
élevé est obtenu pour le test ‘7,0/5,7'.

Les résultats de la figure 42d indiquent que leimtial a également un impact sur le rendement en
hydrogéne. Un pH initial de 5,7 diminue de 23 %dadement en hydrogéne par rapport a un pH
initial de 7,0. En revanche, le pH de régulatioa pas d'effet significatif (p > 0,05 ; t-test) der
rendement en hydrogéne. La valeur de rendemenyanodene la plus élevée est obtenue par le test
‘7,0/5,7".

4.3. Métabolisme

La figure 44 représente la distribution des métigdmet des gaz produits, et les quantités indide
sucres, pour les quatre tests de fermentationblless de matiere calculés pour les différentsstest
sont complets (entre 92 et 103 %) et représentdsmaunexe 2, ce qui signifie que tous les métabsli

principalement produits ont été quantifiés.

133



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

100 200
__ EEthanol
°
= E— — £ misovalerate
=)
§75 _= 150 .g Valérate
~ ©
g £  Mlactate
K] ° ¢ T i
S X % @ mFormiate
] X ©
-§ l 2 Butyrate
;M > <& 3
€25 ol & - 50 '§ Acétate
% Q
® E"b Tartrate
.E [}
s o XH2
g 0 - Lo 8
t  eco2
©
=]
- S < Sucres initiaux
'25 T T T '50
7,0/5,7 moyenne 5,7/5,7 5,0/5,0 4,5/4,5

Figure 44 : Distribution des métabolites et des geaduits et quantités initiales de sucres en fiomctiu pH.

L’acétate et le butyrate sont les métabolites nitajoement produits pour les tests dont le pH a été
régulé a 5,7, alors qu’a un pH régulé a 5,0 oubakul le butyrate est majoritairement produit. De
plus, on remarque que, plus le pH de régulationrdie et moins I'acétate est produit (25,4 + 1,8
mmol d’acétate produit & un pH de régulation decdtre 13,6 mmol et 0,5 mmol pour les valeurs de
régulation de pH respectives de 5,0 et 4,5), emsde tartrate dont la concentration initiale est
identique dans chacun des tests (en moyenne 19,3 mmol/L) est consommé (100 % pour un pH
régulé a 5,7, 82 % pour un pH régulé de 5,0 et 210% un pH régulé de 4,5). A un pH de 4,5, la
quantité de butyrate produit est la plus élevée3(#@mol). Par ailleurs, la diversité des métabslite
minoritairement produits est plus faible lorsqueplé est faible. En effet, pour les tests ‘7,0/%¥’
‘5,7/5,7", les métabolites minoritairement prodwstst : I'éthanol, I'isovalérate, le valérate, éetate,

le succinate et le formiate, alors qu'a un pH de & sont seulement I'éthanol, le lactate et le

succinate et a un pH de 4,5, uniguement I'éthanlel succinate.

La figure 45 représente les rendements métabolight=nus (par mole de sucres consommeés) pour
les différents tests.
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Figure 45 : Rendements métaboliques en fonctiopHiiia/PHrsguis
La figure 45a indique que le pH initial et le pHrmgulation impactent la distribution des métaleslit
produits lors de la fermentation endogene. Une rlitidn du pH initial de 7,0 & 5,7, induit une
diminution du rendement en butyrate de 20 %, senmaéter I'acétate qui est co-majoritairement
produit. Lorsque le pH de régulation diminue de&4,5, le rendement en butyrate augmente de 25 %
(pH =5,0) et de 52 % (pH = 4,5) par rapport au=5{7 ; alors que le rendement en acétate diminue
de 49 % (pH =5,0) et 98 % (pH = 4,5).

Au niveau des rendements molaires des métabolitesritaires (figure 45b), le formiate, le valérate
et I'isovalérate sont uniqguement produits a un gHébulation de 5,7. Le pH initial passant de 7,0 &
5,7, diminue de 85 % le rendement en formiate maggnente de 68 % celui du valérate et de 102 %
celui de l'isovalérate. Le lactate est uniguemewnidpit & un pH de régulation 5,0. Le pH initial
passant de 7,0 a 5,7 augmente de 15 % le rendeméattate, alors que le pH de régulation passant
de 5,7 a4 5,0, 'augmente de 30 % et de 5,0 ad ferld nul. Le succinate et I'éthanol sont prodaits
tous les pH testés. L'éthanol produit n'est pas ifigar le changement de pH initial de 7,0 & 5,7
alors que le succinate augmente d’un facteur 2ekanche, lorsque le pH de régulation passe de 5,7
a 5,0, puis a 4,5, le rendement en éthanol esfoBsdet 2,6 fois plus élevé qu'a 5,7, alors que le

135



Chapitre IV. RSULTATS ET DISCUSSIONS

rendement en succinate diminue de 49 % et de 83 %.

Les rapports molaires butyrate/acétate, les rappiméoriques M[2*(butyrate + acétate)] et les
rapports molaires JCO, obtenus lors des différents tests de fermentat&in,associés aux

métabolismes microbiens, sont représentés suyueefid6.
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Figure 46 : Rapports molaires butyrate/acétate thgorique (b) et HCO, (c) obtenus pour les différents tests de
fermentation.

Les résultats de la figure 46a indiquent que mysH est régulé a une valeur faible, plus la gtéadg
butyrate produit est élevée et celle d’acétateldaibt donc, plus le rapport molaire butyrate/aeéta
augmente significativement (p < 0,05 ; t-test). ghitle rapport molaire butyrate/acétate obtenulgar
test ‘4,5/4,5’ atteint une valeur de 92,20 alors gelui obtenu lors du test ‘5,7/5,7'n’est que @381

Les résultats de la figure 46b indiquent que lemptil a une influence sur le rapport molairg €0..

En effet, un pH initial de 5,7 diminue de 19 %apport molaire HCO, par rapport & un pH initial de
7,0 dont la valeur obtenue est la plus élevée (8,9008). En revanche, le rapport molaird G0,
n'est pas significativement (p > 0,05 ; t-test) ifiedavec la diminution du pH de régulation. Les
résultats de la figure 46¢ montrent que la quantidéaire théorique d’hydrogéne calculée a parts de
guantités molaires d’'acétate et de butyrate dimisignificativement (p < 0,05; t-test) avec

'augmentation du pH de régulation. En d’autresnies, plus le pH de régulation diminue, et plus la
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quantité molaire d’hydrogéne calculée a partir deantités molaires de butyrate et d’acétate est
proche de la quantité molaire d’hydrogéne mesuféeun pH de 4,5, le rapport molaire,H

expérimental/kHthéorique est de 0,87.

Les différences observées étant les plus notaldes Ip test ‘4,5/4,5', la structure des populations
microbiennes a été étudiée sur ce test et a étparémau test ‘'7,0/5,7". Le profil de production
d’hydrogéne présentant deux phases de productiymiigene, des échantillons prélevés lors de ces
deux phases ont été séquencés et comparés an,®ésf7’, afin de voir les effets engendrés paHe

sur la flore microbienne.

4.4. Structure des communautés microbiennes

La figure 47 représente les indices de diversit&abienne obtenus pour les tests '7,0/5,7’ et 458/
a deux temps de fermentation différents correspasdaux deux « phases» de production

d’hydrogéne observées lors du paragraphe 4.1.
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Figure 47 : Classification taxonomique au niveadalé&mille (a, d) et indices de diversité (b, e} @ehantillons prélevés
(représentés par des fleches) au cours de la femtion lors du test '7,0/5,7’ (c) et '4,5/4,5’ (ffro = Proteobacteria
;Fir = Firmicutes ; Gam = Gammaproteobacteria ; BacBacilli ; Clo = Clostridia ; Enb = Enterobacterias ; Spo =

Sporolactobacillales ; Lac = Lactobacillales ; ClelClostridiales.

Parmi les familles appartenant au phyldinmicutes (abondance relative entre 96,6 et 98,6 %),
Clostridiaceaeest la plus abondante a 24 h de fermentation qu@Hks soient de ‘7,0/5,7' ou de
‘4,5/4,5" avec des valeurs d’abondances relativespactives de 70,7 % et 85,4 %. A 24 h de
fermentation, la familleEnterococcaceaest la deuxieme famille majoritaire pour le tes0/3,7’
(24,8 %) alors qu’elle n'est que faiblement repnéSe dans le test ‘4,5/4,5' (2,0 %). Le test ‘4,5/4
présente plusieurs familles minoritaires dont lesnalances relatives sont inférieures a 4,8 % et

correspondent BEnterobacteriaceae, Streptococcaceae, LeuconostaeatLactobacillaceae.
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Lors de la deuxiéme phase de production d’hydrogémecomposition des familles majoritaires
change. En effet, a 34 h de fermentation du te81577’, 'abondance relative d€dostridiaceaeest
plus faible (57,2 % a 34 h contre 70,7 % a 24 h) fameur de la famille émergente
Sporolactobacillacea€19,3 % a 34 h contre 1,5 % a 24 h). Quant a hdbace de la famille des
Enterococcacegeelle reste similaire lors de la deuxiéeme phase pdeduction d’hydrogene
(respectivement de 20,6 % contre 24,8 %). On obséavméme évolution pour la famille des
Clostridiaceadors du test ‘4,5/4,5’ : diminution de I'abondanedative (85,4 % a 24 h contre 53,4 %
a 96 h) en faveur de I'émergence cette fois d’'uneedamille,Lactobacillaceadpassant de 2,4 % a
42,1 %).

Les indices de diversité microbienne (figures 47b4éc) traduisent I'augmentation de diversité
observée pour les deux tests entre les populatiicr®biennes obtenues lors de f& fthase et celles

obtenues lors de 1&% phase.

L'affiliation des séquences a I'espéce ou au geniaobien le plus proche est présentée dans le

tableau 7 pour les tests '7,0/5,7’ et ‘4,5/4,5'cuxltemps de fermentation différents.

Tableau 7 : Affiliation des séquences majoritaid®8DN codant pour 'ARNr 16S obtenues par séquengageartir des
échantillons prélevés lors des tests ‘7,0/5,74¢%/4,5'.

‘7,0/5,7’ ‘7,0/5,7’ ‘4,5/4,5’ ‘4,5/4,5’

Similarité 4 h 34h 24h 96 h
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 58,2% 34,6% 64,1% 15,8%
Clostridium sp. 98,7% 8,9% 10,2% 10,7% 0,6%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 2,5% 7,1% 0,3% <0,1%
Clostridium acetobutylicum 100,0% <0,1% 0,1% 10,0% 28,7%
Clostridium tyrobutyricum 100,0% <0,1% 0,1% 0,1% 8,2%
Clostridium intestinale 99,7% 0,8% 4,7% 0,1% <0,1%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 1,5% 19,3% 0,1% 0,1%
Lactobacillus spp. (mali, hordei) 100,0% 0,1% <0,1% 2,4% 42,1%
Leuconostoc mesenteroides 100,0% 0,5% 0,4% 4,8% 0,4%
Enterococcus villorum 98,7% 24,8% 20,6% 2,0% 0,2%
Lactococcus lactis 100,0% <0,1% <0,1% 1,8% 0,7%
Enterobacter/Klebsiella/Proteus 99,7% 1,3% 0,6% 2,3% 0,5%

A 24 h de fermentation, le genre dominant affiliBGIrU majoritaire estClostridiumspp. (oseum,
diolis, beijerinckii, butyricurhavec des abondances relatives respectives d&68{%4,1 % pour les
tests ‘7,0/5,7’ et ‘4,5/4,5'. Les souches non fdieraent caractérisées taxonomiquemerdstridium

sp. sont également présentes dans les deux étramtlvec des abondances relatives similaires (8,9
% et 10,7 %). En revanche, I'espdeaterococcus villorunest sous-dominante (24,8 %) dans le test
‘7,0/5,7’, alors gu’elle n'est que tres minoritaicans le test ‘4,5/4,5 (2,0 %). Inversement,
Clostridium acetobutylicurast présente avec une abondance de 10,0 % lomesqui€ dést régulé a 4,5
alors gqu’elle est quasiment absente dans le te@f5,7’ (< 0,1 %). Par ailleurs, comme remarqué

précédemment, le test ‘4,5/4,5" montre la préseaeediverses phylotypes bactériens minoritaires
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ayant des abondances comprises entre 4,8 % et 1,8I1% quelLeuconostoc mesenteroides,
Lactobacillusspp (mali, hordei),les phylotypes bactériens entériques appartendatfamille des

Enterobacteriaceae, Enterococcus villorum et Laobotis lactis.

Lors du test ‘7,0/5,7, a 34 h de fermentation, pleylotype Clostridium spp. ¢oseum, diolis,
beijerinckii, butyricum) est moins présent (34,6 %) qu'a 24 h (58,2 %)faxeur de trois autres
phylotypes :Sporolactobacillus laevolacticyd9,3 % contre 1,5 %Y lostridiumspp (sartagoforme,
tertium) (7,1 % contre 2,5 %) &tlostridium intestinald4,7 % contre 0,8 %). L’espé&mnterococcus
villorum est présente avec une abondance similaire auxtdeyps de fermentation (20,6 % et 24,8
%).

Pour le test ‘4,5/4,5', le genf@ostridiumspp. (oseum, diolis, beijerinckii, butyricunest quatre fois
moins abondant (15,8 %) a 96 h de fermentation @4'eh (64,1 %), en faveur de trois especes
différentes de celles observées pour le test ‘7 0/%.actobacillusspp.(mali, hordei)(42,1 % contre
2,4 %), Clostridium acetobutylicun{28,7 % contre 10,0 %) etlostridium tyrobutyricum(8,2 %

contre 0,1 %).

4.5. Discussion

Le pH est un des paramétres le plus important egitinon seulement sur la croissance des celiiles
I'expression de leurs enzymes, mais également gpdail qu'il oriente le métabolisme microbien.
L’étude des performances de production d’hydrogéares la gamme de pH testée a permis de mettre
en évidence que plus le pH de régulation est agtigdus la productivité en hydrogéne est faiblessan
toutefois impacter de maniere significative la prottbn totale en hydrogene. Des observations
similaires quant au ralentissement de la produadibgdrogéne et a sa durée totale avec un faible pH
ont été faites par Khanat al. (2004). Par ailleurs, le pH de 4,5 impacte laggance microbienne car
le temps de latence est augmenté de 4 h par ragorutres pH. Dabroakt al. (1992) ont observé
dans leur étude qu'a un pH inférieur a 5,0, lex @@ croissance d€lostridium acetobutylicunet
Clostridium pasteurianuront été réduits & des valeurs respectives de 0-@5 03 H contre 1,5 H
lorsque le pH était supérieur a 5,0. Le paragrapBea mis en évidence qu'un pH initial de 5,7
diminue de maniére significative le volume d’hydeng produit et le rendement en hydrogéne par
rapport & un pH initial de 7,0. En revanche, ledmment en hydrogene n'a pas été affecté

significativement par le pH de régulation.

Le métabolisme des bactéries est modifié en fomcties pH d’ajustement et de régulation. Le
paragraphe 4.3. a permis de mettre en évidence(guea production d’acétate diminue avec le pH de
régulation alors que celle du butyrate augmenii¢ le( valérate, I'isovalérate et le formiate nenso
produits qu’a un pH de régulation de 5,7, en-dégae sont pas détectés ; (iii) le lactate estipitca

un pH de régulatior 5,0 ; (iv) I'éthanol et le succinate sont produitsous les pH testés, avec une
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guantité d’éthanol supérieure a celle du succiagiel< 5,0 alors que l'inverse est observé a un pH de

régulation de 5,7.

Contrairement a la littérature, ni le passage &odl@antogénese (Van Ginkel & Logan, 2005), ni
I'orientation du métabolisme vers la productioncdtate et d’éthanol (Temudk al, 2007) ou bien
vers l'acétate et le lactate (Infantgtsal, 2011), n'ont été observés avec la diminutiorpHu A partir
des équations de formation des différents métasofiroduits, on remarque que celle étant la plus
favorable (exergonique) est I'équation productrike butyrate (équation 13). Ceci explique donc
pourquoi la production de butyrate prédomine aléapiH. De plus, la production de butyrate permet
non seulement la régénération du NADH produit biesla conversion du glucose en pyruvate mais
elle permet également la production d’'une mole Eupentaire d’ATP (en plus des 2 moles produites
par la glycolyse).

C¢Hqi,06 = CH3(CH3),COOH + 2H, + 2C0, (AGy = —254,0 k] /mol) (13)

Selon Van Ginkel & Logan, (2005), l'acidité devid¢okique pour les cellules microbiennes, ce qui
favorise la solvantogénése (productions d'acétaiiéthanol et de butanol), mécanismes de
détoxification de la cellule pour éviter les effathibiteurs (Jones & Woods, 1986). Or, dans cette
étude, seul I'éthanol a été quantifie¢ a un pH de K butanol et I'acétone n'ont pas été détectés
(bilans de matiere complets). Cette hypothese est dnfirmée, et ce méme en présence de

Clostridium acetobutylicurfl.0,0 %) connue pour produire ces solvants.

Temudoet al (2007) ont observé que le butyrate n’était produia des pH compris entre 4,0 et 5,5
(rendements entre 0,4 mol/mol et 0,6 mol/mol glecosnsommé) alors que I'acétate était produit &
tous les pH. Les quantités les plus faibles d’aeépmoduit étaient obtenues a des valeurs de pH
comprises entre 4,0 et 5,5 (rendements de 0,4 mbl@ors qu'au-dela pH 5,5, les valeurs étaient
plus élevées (entre 0,6-0,7 mol/mol) accompagn&thkahol du méme ordre de grandeur. Khaatal

al. (2004) ont observé que le rapport butyrate/acéliatenuait lorsque le pH opérationnel diminuait.
De plus, le propionate accompagnait I'acétate butgrate sans passage a la solvantogénéese. Amsi,
fonction des études, le métabolisme des culturedemiest orienté difféeremment. Par ailleurs, la
fermentation endogene a partir de bourbes de raigdise un consortium microbien déja adapté a de
faibles pH puisque les pH des bourbes se situand 80 et 4,0, ce qui expliquerait une orientation

métabolique différente de celles observées dalittéiature.

L'analyse des métabolites produits a montré ques datre étude, le formiate est produit (entre 0,01
et 0,09 mol/mol de sucres consommés) a un pH ddatdon de 5,7, et qu’en-deca, le formiate n'est
pas quantifiable. Temudet al (2007) ont également observé que le formiateait’gas produit a un
pH de 4,0 ; alors qu'il était produit en faible qtigé (entre 0,01 et 0,05 mol/mol) associé a umgefo
production d’hydrogéne a des valeurs de pH compestre 5,5 et 4,75, et enfin, gu’il était forteen

produit (0,2 & 1,45 mol/mol de glucose consomm#@sapH opérationnels de 6,25 a 8,0, associé a une
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faible production d’hydrogéne. Dans cette étudgyrizuction de formiate est donc en accord avec
Temudoet al (2007). Ce qui confirme qu’'a faible pH, le forteiaest scindé en hydrogene et dioxyde

de carbone sans toutefois, savoir par quel micgarasme.

D’autre part, il est assez surprenant d’observ@rdsence de nombreuses bactéries lactiques a un pH
de 4,5 :Lactobacillusspp. (mali, hordei)(2,4 %),Leuconostoc mesenteroid@s8 %), Enterococcus
villorum (2,0 %) etLactococcus lacti€1,8 %) ; alors que lors du test ‘7,0/5,7' unelsaspéce de
bactérie lactique était recenséeénterococcus villorun§24,8 %). En accord avec cette observation,
Hutkins et al. (1993), ont notamment mis en évidence une résistphes prononcée des bactéries
lactigues lors de grande variation de pH intraéedHulaire. Malgré les abondances relatives
sommeées élevées représentant les bactéries lac{itiu® % pour le test ‘4,5/4,5’ contre 24,8 % en n
considérant que I'espéce majoritaEaterococcus villorunpour le test ‘7,0/5,7’), les quantités de
lactate produites respectives sont nulles et faifle05 mol/mol de sucres consommés). Cependant,
'analyse des métabolites a montré que la condémran lactate diminuait au cours du temps de
fermentation. Ceci suggére donc une reconsommetidactate, associé dans le cas du test ‘7,0/5,7’ a
une consommation de formiate et d’isovalératedans le cas du test ‘4,5/4,5’, a une consommation
d’acétate, de valérate et de I'isovalérate (métedsobgalement présents en cours de fermentatien ma

absents en fin de fermentation).

Enfin, le fait que le butyrate soit le principal taéolite produit & un pH de 4,5 souléeve la question
suivante : I'hydrogéne est-il produit via la régeti®n du NADH non consommé et grace a
I'oxydation de la ferrédoxine réduite ? Pour tender répondre a cette question, il est nécessaire
d’effectuer les rappels suivants. Lors de la glyse) le glucose est converti en pyruvate, en émergi
(ATP) et en équivalents réducteurs (NADH). Une ipadiu substrat organique sera oxydée
(catabolisme) tandis qu’une autre, sera réduitak{@iisme). De plus, les cofacteurs NARADH
existent en quantités limitées dans la cellulegoenécessite a la cellule de régénérer le NADH
produit au cours de la glycolyse. Cette régénéragio NAD passe entre autres, par la conversion du
pyruvate en différents métabolites, tels que lgtate, le lactate, I'éthanol, le succinate, le ratié. ..
Dans cette étude, les métabolites produits a ude#,5 sont : le butyrate (46,3 mmol), I'éthanqR(8
mmol), le succinate (1,2 mmol) et I'acétate (0,5ahmLe tableau 8 indique le nombre de mole de
métabolites produits par nombre de mol de sucrésleenombre de moles de cofacteurs

produits/consommeés via la production de ces métabol
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Tableau 8 : Métabolites produits, co-facteurs etréie associés lors de la fermentation.

Meétabolites Rendement Rendement Rendement
métabolite/glucose NADH/glucose ATP/glucose
Pyruvate +2 03 +
Butyrate +1 0 +3
Ethanol +2 2 +
Succinate +2 ) +
Acétate 9 +2 4
Lactate +2 0 +

La quantité molaire de sucres consommés nous a@gpdecalculer la quantité de NADH produit lors
de la conversion des sucres en pyruvate. Les gésumtiolaires de métabolites produits et le tab8au
nous ont permis de calculer la quantité de NADHéNEgé en NAD. La figure 48 représente les
quantités molaires de NADH produit et consommédaviproduction des métabolites pour tous les tests
de fermentation de cette étude. Le valérate etikerate ont été exclus du calcul car les équsitilen
formation de ces métabolites ne sont pas claireéfmies dans la littérature. Cependant, ces deux

métabolites ne sont que faiblement produits datte éeude.
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Figure 48 : Equilibre entre NADH produit par la cagrgion des sucres en pyruvate et NADH consommégapduction
des métabolites.

La figure 48 indique un équilibre entre la quantitélaire de NADH produit lors de la conversion des
sucres en pyruvate et la quantité molaire de NARIHsommé via les voies métaboliques. Les
gquantités ne sont pas exactement identiques emii2HNproduit et consommé, ce qui s’explique
d’'une part, par le fait que le valérate et I'is@rate n'ait pas été pris en considération dansaltil;

ni la quantitt de NADH utilisé pour la productiore diomasse microbienne, et d’autre part,
l'incertitude de mesure des différents métaboktiesucres. Malgré cela, la régénération du NADH en
NAD™ est quasiment compléte grace a la production deabulites. Ceci suggere que I'hydrogene
n'a pas été produit via le NADH grace a I'oxydatide la ferrédoxine mais plutét par 'oxydation de
la ferrédoxine réduite lors de I'oxydation du pyatey en acétyl-CoA, c'est-a-dire lors de la producti
de butyrate. Ceci est en accord avec Gonzéalez-8abat al(2015) qui déclarent que non seulement,

les calculs thermodynamiques sont défavorables lpquioduction d’hydrogéne via le NADH mais en
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plus ceci est en accord avec Angerenal. (2004), qui précisent que la production d’hydrogpae

les ferrédoxines s’effectue par la voie butyratena pression partielle en hydrogénés0 Pa, en-
dessous de cette pression partielle, la produdtioydrogene s’effectue par les ferrédoxines couplée
a la réduction du NADH via la voie acétate. Dans t&sts, 99,8 % de I'hydrogéne produit est mesuré
a des pressions partielles en hydrogéne largenuptrisures & 60 Pa (ou 0,6 mbar), atteignant des
valeurs maximales comprises entre 19 et 34 mban $e$ tests. Ainsi, ceci participe & démontrer que
la quantité molaire théorique en hydrogéne calcadlépartir de deux fois les quantités molaires
d’acétate et de butyrate sommées n’est que peuérddpe plus, cela signifie que I'acétate mesuré a
un pH> a 5,0 est produit par des bactéries non prodestiithydrogene qui peuvent étre des homo-
acétogeénes (i) ou bien 'acétate est produit via des voies de dégradation du tartrate (ii). Bigary
faible pH permettrait en effet, d’inhiber tempoesirent les homo-acétogénes (Saady, 2013),
I'hypothese (i) est peu probable puisque le séqmgmq’'a pas permis de mettre en évidence des
bactéries homo-acétogenes. En ce qui concerneothgpe (ii), I'analyse des métabolites a permis de
montré que non seulement le tartrate était consodemdaniere partielle lorsque le pH de régulation
était acide (82 % pour le test ‘5,0/5,0’ et 21 %upke test ‘4,5/4,5), mais aussi I'analyse a mis e
évidence une production de succinate plus faibde #acidité du pH de régulation. Selon Radieal.
(1972), une des voies de dégradation du tartraferaduit & la fois de l'acétate et du succinate
(équation 2).

3HOOC(CHOH),COOH - HOOC(CH,),COO0H + 2CH3;COOH + 4C0, (2)

Méme si l'identification bactérienne réalisée viadéquencage ne nous a pas permis de mettre en
évidencelLactobacillus brevigesponsable d’aprés Radktral. (1972), de la dégradation du tartrate,
nous avons observé que I'abondance relative d'wtiee dactérie lactiqueknterococcus villorum
(dont la similarité est de 98,7 %), diminuait fonent entre le test ‘7,0/5,6° et ‘4,5/4,5
(respectivement 24,8 % et 2,0 % a 24 h de ferntien)a Ainsi, Enterococcus villorunpourrait étre
I'espéce bactérienne responsable de la dégradatidartrate en acétate et succinate. Pour confirmer
cette hypothése, il sera nécessaire d'effectuentid’a tests en réalisant par exemple des tests de
fermentation avec un pH régulé de 5,7 lors duqueladtrate est ajouté au milieu réactionnel en
concentrations différentes afin d'observer d’éveites productions d'acétate et de succinate
proportionnelles a I'ajout de tartrate ainsi ques @éondances relatives de I'esp&t#erococcus

villorum corrélables.
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5. Influence de la charge

Il est important de rappeler que la biomasse ‘besirbrute (non diluée) est trés concentrée en sucre
fermentescibles : de I'ordre de 200 g/L (hexoshs)re choix s’est porté sur une dilution au /4

pour des raisons pratiques de durée du test deeféaition (environ 72 h) et de comparaison avec la
littérature. Le postulat a partir duquel plus lantité de substrat apporté au consortium microbgn

élevée et plus la production d’hydrogéne est ingmi€, participe a la volonté de tester une charge
initiale en substrat plus élevée, non seulemens tabut d’'une optimisation du bioprocédé en termes
de volume d’hydrogéne produit et de vitesse deymtion, mais également en termes de diminution

des codts d’ajout d’eau a la biomasse et de sdartrent postérieur.

5.1. Evolution de la production d’hydrogene

La figure 49 représente I'évolution de la produttibhydrogéene, au cours du temps, en fonction de la

charge de biomasse introduite dans le bioréacteur.
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Figure 49 : Evolution de la production d’hydrogéae cours du temps en fonction de la charge de bésmappliquée.

La figure 49 montre qu’une charge élevée (95 g DG@/une influence sur le temps de latence qui
est 1,7 fois plus élevé que pour des charges énfi@@s. De plus, la figure indique une corrélatiotmes

la charge et la productivité¢ en hydrogéne : pluscharge est élevée et plus la productivité en
hydrogéne est grande. Enfin, le volume d’hydrogenoeluit est également corrélé a la charge : plus la
charge est élevée et plus le volume d’hydrogénduirest important. Ceci est vrai jusqu’a une valeu
seuil située entre une charge de 60 g DCO/L ethaege de 95 g DCO/L. En effet, & 95 g DCOIL, le
volume total d’hydrogéne produit est inférieur (8/2) a celui obtenu par le test '60 g DCO/L’ (10,9
L/L).
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5.2. Performances de production d’hydrogene
Les performances de production d’hydrogéne obteandsnction de la charge, sont représentées sur
la figure 50.
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Figure 50 : Performances de production d’hydrogébé&nues en fonction de la charge de biomasse.

Les résultats de la figure 50a confirment que pdusharge initiale en substrat est élevée et @us |
vitesse de production d’hydrogéne est grande jas§0’' g DCO/L (5,20 + 0,71 mmol/L/h obtenue
pour le test '14 g DCO/L’ et 18,41 mmol/L/h obtepaur le test '60 g DCO/L’). Au-dela de 60 g
DCOIL, la charge a un impact négatif sur la progitéten hydrogéne. En effet, & 95 g DCOIL, la
productivité a diminué de 19 % (14,85 mmol/L/h) pgwport a celle obtenue au test '60 g DCO/L’.

Les résultats de la figure 50b montrent de la m&amgen que pour la productivité que plus la charge
est élevée et plus le volume d’hydrogene prodtiélesé jusqu’a '60 g DCO/L’ (3,2 £ 0,2 L/L obtenu
pour le test '14 g DCOJ/L’ et 10,9 L/L obtenu pow test '60 g DCO/L’). Au-dela, le volume
d’hydrogéne produit diminue de 19 % (8,9 L/L) papport a celle obtenue au test '60 g DCO/L'.

Les résultats figure 50d indiquent que la chargepds d'influence sur le rendement en hydrogéne
jusqu’a une charge de 28 g DCO/L (1,73 mol/mol obteour '28 g DCO/L’ contre 1,80+ 0,16
mol/mol pour le test '14 g DCOI/L’). Au-dela de 28§ O/L, le rendement en hydrogéne est impacté
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négativement diminuant les valeurs de 17 % (1,44mob pour le test ‘60 g DCO/L’) jusqu’'a 57 %
(0,75 mol/mol pour le test ‘95 g DCOI/L’).

A partir de ces résultats, le test de Pearson mipeat'établir une corrélation positive linéairer
0,978 sur quatre observations) significative aullsd® 1% entre la production d’hydrogéne et la
charge initiale en sucres appliquée jusqu’'a 60 @DGfigure 51a) et une corrélation positive liméai
(r = 0,931 sur quatre observations) significativesauil de 1 % entre la productivité d’hydrogentaet
charge appliguée jusqu’a 60 g DCO/L (figure 51b).
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Figure 51 : Corrélations établies entre la chargdiale de substrat et la production d’hydrogene, (@)la vitesse de
production d’hydrogéne (b).

5.3. Métabolisme

La figure 52 représente la distribution des métigdmet des gaz produits, et les quantités indide
sucres, pour les cing tests de fermentation. ®duvildn de matiére (annexe 3) obtenu pour le 8&st’
DCOI/L’ est incomplet (75 %). En revanche, les ssidriatiaux ont été consommés en quasi-totalité
quelle que soit le charge initiale en substratrée®9,3 % et 99,5 %).
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Figure 52 : Distribution des métabolites et des geaduits et quantités initiales de sucres en famctle la charge de
biomasse.
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Alors que l'acétate et le butyrate sont les deutab@ites majoritairement produits lors du test gl4
DCOI/L’, le butyrate est le seul métabolite majaréaproduit lorsque la charge initiale en substrat
varie de 28 a 60 g égq. DCO/L. Au-dela, les produnstide lactate et de butyrate sont co-majoritaires.
Le test de Pearson a permis d'établir une coroflapositive linéaire (r = 0,997 sur quatre
observations) significative au seuil de 1 % enwts fuantités de butyrate produit et la charge

appliquée jusqu’a 60 g DCO/L (figure 53). Au-de®® @ DCO/L), cette corrélation n’est plus vraie.
200
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R?=0,9917

150 -
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Figure 53: Corrélation entre la quantité de butyggiroduit et la charge initiale en sucres.

La figure 53 montre un coefficient directeur de0de la droite de régression linéaire. Cette vadstir
inférieure a celle théoriquement obtenue via I'égma(13), ce qui s’explique par le fait qu’une toar
du sucre initial soit consommé par d’autres voieStamoliques majoritaires (voies acétate) ou

minoritaires.

CoHy206 — CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (AG, = —254,0 kJ/mol)  (13)

Les métabolites minoritairement produits dans tessests de fermentation a I'exception du testg95
DCO/L’ sont le succinate, I'éthanol, le valératesdvalérate, le formiate et le lactate. Pour It t85

g DCOI/L’, seul le lactate n'est pas considéré commaéabolite minoritaire alors que I'on observe une
quantité de propionate significative. Il est & nafee la quantité initiale de tartrate a été comaém
entierement dans tous les tests de fermentation.

Les métabolites produits au cours des différergemdntations ont été normalisés par la quantité de
sucres consommes (figure 54).
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Figure 54: Rendements métaboliques en fonctiom dbarge appliquée.

La figure 54 indique que la charge impacte la petidn d’acétate qui diminue quand la charge
augmente (respectivement, 0,53 mol/mol a 0,17 nwbl/pour les tests '14 g DCO/L’ et '95 ¢
DCOI/L"), alors que la production de butyrate n'pat affectée (en moyenne 0,73 + 0,04 mol/mol), &
I'exception du test '95 g DCO/L’. On observe égaderty qu'une charge élevée (95 g DCO/L) diminue
la production de butyrate de moitié (0,38 mol/nem)orientant le métabolisme vers la production de
lactate (0,35 mol/mol), qui devient co-majoritaaneec le butyrate, et vers la production de prog®mna
(0,07 mol/mol) qui était jusqu’a présent infériéud,01 mol/mol. L’éthanol, le formiate, le valérate
I'isovalérate sont produits de maniere indépenddatéa charge appliquée. En revanche, le succinate
est faiblement produit a 14 g DCO/L (0,06 mol/met)plus fortement produit au-dela (0,15 a 0,25
mol/mol). Enfin, on note de maniere étonnante,d&ite de production de lactate lors du test '28 g
DCO/L'.

Les rapports molaires butyrate/acétate et les régppwlaires HCO, obtenus lors des différents tests

de fermentation, et associés aux métabolismes hi@rs, sont représentés sur la figure 55.
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Figure 55 : Rapports molaires butyrate/acétatedal,/CO, (b) obtenus pour les différents tests de fermimtat

Les résultats de la figure 55a indiquent que plugjdantité initiale de sucres est élevée et plus le
rapport molaire butyrate/acétate est grand, jus@@ag DCO/L, confirmant bien les observations

précédentes. Au-dela, la valeur du rapport moldim@nue de 39 % (2,19) par rapport au test '60 g
DCO/L'.

Les résultats de la figure 55b indiquent qu’unergbalevée en substrat (95 g DCO/L) impacte le
rapport molaire HCO, (diminution de 27 %), alors qu’a des valeurs casgx entre 28 g DCOJ/L a
60 g DCOIL, le rapport MCO, est similaire a celui du test '14 g DCO/L’ (0,900408). La valeur
faible H/CO, obtenue lors du test ‘95 g DCO/L’ (0,66) est sdoste liée a la présence de propionate
produit par la voie acrylate.

5.4. Structure des communautés microbiennes

Le séquencage a été réalisé a partir des échantpielevés a 24 h de fermentation pour les tédts ’
g DCO/L’, '28 g DCOI/L’, '60 g DCO/L’ et '95 g DCO/L La diversité microbienne obtenue pour ces

échantillons est représentée sur la figure 56.
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Figure 56 : Indices de diversité microbienne derStum et Simpson obtenus en fonction de la chargbopge.
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A partir de la figure 56, on remarque que les ieglide diversité Shannon ou Simpson obtenus pour
les tests '14 g DCOI/L’ et '28 g DCO/L’ sont similes et inférieurs aux tests '60 g DCO/L’ et '95 g
DCO/L'. L'indice de Shannon le plus élevé est obtgour le test '60 g DCO/L’ (1,58), tandis que
celui de Simpson le plus élevé est obtenu pouese '©5 g DCO/L’ (0,57). Ceci signifie que ce

dernier échantillon a une diversité microbiennetd&ens dominants plus élevée.

La figure 57 représente la classification taxonamiqu niveau des familles des séquences obtenues

pour chaque échantillon.
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Figure 57 : Classification taxonomique au niveaualé&mille réalisée a partir des échantillons préés a 24 h de
fermentation lors des tests '14 g DCO/L’, '28 g DCQJ/60 g DCO/L’ et '95 g DCO/L’.Pro = Proteobacteria ;Fir =
Firmicutes ; Gam = Gammaproteobacteria ; Bac = Bl¢iClo = Clostridia ; Enb = Enterobacteriales ; $p=
Sporolactobacillales ; Lac = Lactobacillales ; CleClostridiales.

Parmi les différentes familles appartenant au pghylirmicutes (majoritaire), Clostridiaceaeest la
plus abondante a 24 h de fermentation quelle qitelasacharge avec des valeurs d’abondances
relatives comprises entre 57,4 % ('95 g DCO/L'B614 % ('28 g DCO/L’). On remarque, que plus la
charge est élevée et plus I'abondance relativectte €amille est faible. Les autres familles présgn
plus minoritairement sont principalemenPeptostreptococcaceaél2,4 %) pour le test '14 ¢
DCOI/L’ ; Enterobacteriaceaéb,2 %) pour le test '28 g DCO/L’Enterococcaceaepour les tests '60

g DCOI/L’ et '95 g DCO/L’ avec respectivement 5,2e¥%31,2 % d’abondances relatives. Par ailleurs,
gu'une partie non négligeable des abondances vetatf17,4 %) est attribuée a des OTU trés
minoritaires pour le test '60 g DCO/L".

L’affiliation des séquences a l'espéce ou au geni@obien le plus proche est présentée dans le

tableau 9.
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Tableau 9 : Affiliation des séquences majoritail®DN codant pour 'ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés a 24h de fermentation loisteésts '14 g DCO/L’, '28 g DCO/L’, '60 g DCO/L’ €953 g DCO/L".

Similarité ‘14 gpco/l’ ‘28 g pco/L” ‘60 g pco/L” ‘95 gpco/L’

Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 74,4% 78,1% 71,6% 57,4%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 2,3% 0,1% <0,1% <0,1%
Clostridium intestinale 99,7% 3,0% 6,3% 0,3% <0,1%
Clostridium acetobutylicum 100,0% 1,2% 1,9% 0,1% <0,1%
[Clostridium] bifermentans 100,0% 12,4% 1,1% 0,1% 1,9%
Lactobacillus johnsonii 100,0% <0,1% <0,1% <0,1% 5,6%
Leuconostoc mesenteroides 100,0% 2,7% 2,1% 0,2% <0,1%
Enterococcus villorum 98,7% 0,8% 2,8% 5,2% 31,2%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 0,7% 0,7% 3,7% 0,5%
Enterobacter/Klebsiella/Proteus 99,7% 0,1% 5,2% 1,2% 0,5%

Le genre dominant affilié a la séquence représeatate 'OTU majoritaire esClostridium spp.
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricimquelle que soit la charge avec des abondancesves
similaires les plus élevées pour une charge jus§0’'g DCO/L (74,4 %, 78,1 % et 71,6 % pour les
tests 14/28/60 g DCO/L) et une abondance un peufalble pour le test '95 g DCO/L’ (57,4 %). Par
ailleurs, la remarque faite au niveau de la famidist toujours vraie au niveau de l'espéce : pus |
charge est élevée et plus I'abondance relativeedpdceEnterococcus villorunest élevée (0,8 % a 14
g DCOI/L contre 31,2 % a 95 g DCOI/L). Les phylotypastériens minoritaires affiliés a chaque test
sont :[Clostridium] bifermentang12,4 %) pour le test '14 g DCO/LClostridium intestinal€6,3 %)

et les phylotypes bactériens entériques apparténianfamille de€nterobacteriaceaés,2 %) pour le
test '28 g DCOIL, Enterococcus villorunpour le test ‘60 g DCO/L’ (5,2 %) dtactobacillus
johnsoni{(31,2 %)pour le test ‘95 g DCO/L'.Trois phylotypleactériens minoritaires (< 3,7 %) a trés
minoritaires (< 0,1 %) sont présents dans touddsts :Clostridium spp (sartagoforme, tertium),

Clostridium acetobutylicum, Leuconostoc mesenteo&t Sporolactobacillus laevolacticus.

5.5. Discussion

Les paragraphes 5.1. et 5.2. ont montré que plahdage était élevée et plus la productivité et le
volume d’hydrogéne produit étaient élevés, jusauia valeur seuil comprise entre 60 g DCOI/L et 95
g DCO/L ; gu'une charge trop élevée (95 g DCO/Lgraantait le temps de latence (de 10 h a 17 h) en
plus d'impacter négativement les performances aelymtion d’hydrogene ; enfin, que la charge

n'avait pas d'influence sur le rendement en hydnegén-dessous de 28 g DCO/L, mais qu’'au-dela, le

rendement était plus faible.

Pour rappel, la fermentation endogene a partirahinmasse implique une utilisation de la biomasse
a la fois comme substrat mais également en tantcqoeortium microbien. Ainsi, lorsque que la
charge en biomasse est augmentée, c’est a laafo@kentration en substrat qui est plus élevés mai
également le consortium microbien qui est plus @gréaim temps de latence plus long engendré par une

charge élevée (95 g DCOI/L) peut étre expliqué @ahlypothéses suivantes : (i) une concurrence plus
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rude entre les bactéries productrices d’hydrogé&resemicro-organismes compétiteurs vis-a-vis du
substrat car la taille du consortium est plus gean() bien que la microflore endogene soit adapt

au substrat, I'émergence des bactéries productditgsirogene est réalisée grace aux conditions de
mise en ceuvre dans le bioréacteur, ce qui sigmjfizin choc osmotique engendré par une
concentration élevée en substrat, est une exmlicathlable pour justifier un temps de latence plus
long. A 95 g DCOI/L, le volume d’hydrogéne produst ée 8,9 L/L de milieu réactionnel, ce qui est
deux fois plus faible que celui calculé (17,0 L/&)partir de la corrélation déterminée entre la
concentration initiale en sucres et le volume dibggne produit. De méme, la productivité en
hydrogéne est inhibée par la charge initiale erstsabdont la valeur (14,9 mmol/L/h) est largement
inférieure a celle calculée (26,8 mmol/L/h) a padt la deuxieme corrélation établie au paragraphe
5.2. de ce chapitre. On note tout de méme que tigdta est le métabolite majoritairement produit
comme dans tous les tests de fermentation maisuantite deux fois plus faible (0,38 mol/mol
hexoses contre en moyenne 0,73 £ 0,04 mol/mol)illeas, ceci est justifié par la présence du taxon
majoritaire qui est affilié &lostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricunmiéme phylotype
majoritaire que dans les études précédentes, ameahondance décroissante en fonction de la teneur
initiale en sucres (environ 75 % pour les testsgTACO/L’ a '60 g DCO/L’ et 57,4 % pour le test '95

g DCO/L’). Malgré la présence majoritaire du butgrde lactate est co-produit majoritairement (0,35
mol/mol). Ce dernier permet d’expliquer le faibEndement en hydrogéne obtenu (0,75 mol/mol),
puisque la voie lactate est concurrente de la pmductrice d’hydrogéne en consommant les sucres
présents (équations 14 et 15).

C¢Hy,0¢ » 2CH;CHOHCOOH (AG
Ce¢H1,05 = CH;CHOHCOOH + CH3CH,0H + CO, (AG)

—196,0 k/mol)  (14)
—216,0 k//mol)  (15)

De facon cohérente, le séquencage a en effet méwvidance une diversité microbienne plus élevée
des taxons dominants dans I'’échantillon de tesg’@CO/L’ que les autres tests, avec notamment la
diminution de I'abondance relative de I'espéce potdce d’hydrogéne en faveur d@nterococcus
villorum (31,2 %). Cette bactérie lactique semble donc é&sponsable de l'augmentation de la
production de lactate et par conséquent la baissertlement en hydrogéne. De plEaferococcus
villorum est connu pour secréter des bactériocines notateoeire Clostridium(Fisher & Phillips,
2009), ce qui a inhibé en partie la croissancebdeteries productrices d’hydrogene (temps de latenc
de 17 h au lieu de 10 h) d’'ou une diminution deodaduction d’hydrogéne par I'oxydation de la
ferrédoxine réduite via la voie butyrate. L'analydes métabolites produits a également révélée une
production de propionate (0,07 mol/mol) associéa&teneur initiale en sucres élevée. Ce métabolite
produit selon I'équation 16 permet d’expliquer laidse du rapport molaire #£0O, observée par
rapport au test '14 g DCO/L’ (respectivement 0,66tce 0,90 + 0,08).

C¢H,,06 + 2H, - 2CH3;CH,COOH + 2H,0 (AGy = —279,4 k] /mol) (16)
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Comme cela a été expliqué dans le chapitre |,dpipnate peut étre produit soit & partir du sudeina
par Propionibacterium(Suwannakham & Yang, 2005), ou bien par la rédoctio L-lactate par
Clostridium propionicunfLuo et al.,2012) Megasphaera elsder(iKim & Miura, 2004) etPrevotella
ruminicola, ou encore par la réduction du L-lactate en lgpanediol pailLactobacillus buchneri
(Elferink et al, 2001) suivie de sa réduction en propionate stde cas de.isteria innocuaet des
espéces appartenant au geSetmonella(Xue et al, 2008). Les analyses biomoléculaires réalisées
n'ont pas permis d’'identifier I'une de ces bacteri®n remarque toutefois guactobacillus johnsonii

a une abondance relative qui a augmenté lorsgiemdaur initiale en sucres est de 95 g DCO/L (contre
< 0,1 % dans les autres cas). Cette bactérie lectast-elle capable de réaliser cette conversion
comme Lactobacillus buchnerien présence deEnterobacteriacea@ L'analyse métabolique a
également montré que le bilan de matiere calcualié iicomplet, ce qui signifie que des métabolites
non quantifiables par nos techniques d’analysegtnproduits. Parmi eux, le glycérol qui permet le
stockage d'un excés d'énergie produite lorsqueolacentration en sucres est élevée. En effet, le
glycérol peut étre produit p&accharomyce@agliardiniet al,, 2013) Bacillus(Skralyet al.,, 1998) et
Lactobacillus; puis peut étre converti en 1,3-propanediol (8axet al, 2009) parClostridium,
Citrobacter, Lactobacilluset Enterobacter Certaines de ces espéces ont été identifiéesdiors

séquencagelactobacillus johnsonii, Clostridium, Enterobacter.

Par allleurs, il est a noter que la quantité itetide tartrate a été entierement consommée quadle q
soit la charge initiale en substrat. Dans le chapif.4., nous avions émis I'’hypothese selon laguel
Enterococcus villorunétait la bactérie responsable de la dégradaticanthate. Dans cette partie, les
résultats de séquencage permettent de validerelamient cette hypothése avec une abondance
relative de cette bactérie quoique faible (0,8 %&2%), mais croissante avec la charge initiale en
sucres pour les tests '14 g DCO/L’ a '60 g DCO/t.te-majoritaire pour le test '95 g DCO/L’ est de
31,2 %.

Enfin, en ce qui concerne les tests de fermentatibrg DCO/L’ a '60 g DCO/L’, on a observé que
les métabolites sont de méme composition et detig@aelative similaire. Ceci est en adéquationcave
les performances de production d’hydrogene et éssiltats de séquencage qui sont globalement

proches.

Jusqu’'a aujourd’hui peu d’études se sont intérasaéester I'influence de concentration élevée en
substrat sur la production d’hydrogéne. Lay al. (2010) ont testé une biomasse ayant une
concentration de 40 g DCOI/L utilisée comme substraprésence de boues anaérobies prétraitées
thermiquement dans un réacteur continu et ont abtere productivité maximale élevée de 16,33
mmol/L/h et un rendement de 0,9 mol/mol. Dans nétigle, la concentration de 60 g DCO/L a
permis d’obtenir de meilleures performances de yrtdn avec un rendement 1,6 fois plus élevé

(1,44 mol/mol) et une productivité augmentée de2d 818,41 mmol/L/h). Il faut bien évidemment
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tenir compte du fait que notre étude a été réaldses un bioréacteur semi-batch d'un litre par
fermentation endogéne d’'une biomasse non prétriig¥eniquement, ce qui montre une fois encore,

le fort potentiel de production de la biomasseoate ‘bourbes’.

6. Conclusion

Dans ce chapitre, I'influence des paramétres opiéeattels que la durée de stockage de la bionzasse
-20°C, le prétraitement de la biomasse et l'utileadu gaz de balayage, les pH initial et de rétomh
et la charge initiale en substrat, sur d’'une pestperformances de production d’hydrogene, ettcéau

part, sur la structure des populations microbiermné® étudiée.

La premiére partie a montré qu'il était possiblatitiser une biomasse congelée pendant différentes
durées (jusqu’a 115 jours) sans modification d’pag de la concentration initiale en substrat (@sicr

et d'autre part des performances de production ditgeéne que ce soit au niveau du volume
d’hydrogéne produit (3,2 £ 0,2 L/L de milieu réactnel) ou de la productivité en hydrogéne (5,2 +
0,7 mmol/L/h) ou encore du rendement en hydrogér89(x 0,16 mol/mol d’hexoses consommeés) ou
enfin de la proportion d’hydrogéne produit par mappau dioxyde de carbone (0,90 + 0,08). Le
séquencage a mis en évidence I'émergence du gelugridium lors du fonctionnement du
bioréacteur dans les conditions anaérobies, putsraprise de la diversité microbienne en fin de
fermentation de la biomasse ‘bourbesfostridiumspp. oseum, diolis, beijerinckii, butyricunest le
genre bactérien majoritaire identifié et associé production majoritaire du butyrate et de l'atéta
représentant respectivement 45 + 2 % et 32 + 8 % dgantité totale des métabolites produits. Par
ailleurs, des similitudes entre les compositionddréennes des échantillons prélevés a 24 h deuehaq
test ont été remarquées sans pour autant étreigdestau niveau des abondances relatives des
phylotypes identifiés, liées a la « sélection reltar» de certaines bactéries par le stress enggraalr

la congélation.

La deuxieme partie a confirmé que la congélatiompétait de limiter la consommation des sucres
par les micro-organismes intrinséques a la biomémsede son stockage ; qu'un stockage de la
biomasse a 4°C pendant un court terme ne modifidgzaperformances de production d’hydrogéne ;
gu’un prétraitement thermique a chaud permettaitnéliorer de 16 % la production d’hydrogéne (3,7
L/L de milieu réactionnel), de 20 % le rendemenhgdrogéne (2,16 mol/mol d’hexoses consommes)
et d’'atteindre des quantités équivalentes d’hydregét de dioxyde de carbone produit (rapport
molaire de 1,01) ; que l'utilisation du G@omme gaz de balayage était possible afin de lercie
CO, produit au cours de la fermentation avec un maintle la production d’hydrogéne (3,3 L/L de
milieu réactionnel) et de son rendement (1,96 mallhexoses consommeés) sans impact significatif
sur la productivité (4,16 mmol/L/h). Notons queblgtyrate (43 % a 50 % des métabolites produits) et

'acétate (29 % a 47 % des métabolites produitsers les métabolites majoritaires produits lors de
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ces tests. Le séquencgage a également, comme dartelprécédente, permis d’identif@lostridium
spp. €oseum, diolis, beijerinckii, butyriciyntomme étant le genre bactérien majoritaire |cesigu
prétraitement thermique de 70°C a été effectud-ehajoritaire avecClostridium intestinaldorsque
la biomasse a été stockée a 4°C. Cette dernietérlgan’aa priori pas d’impact sur la production

d’hydrogéne.

La troisieme partie a montré limportance des pHtiah et de régulation sur la production
d’hydrogéne : le pH initial a eu un impact suréeps de latence qui est allongé a pH acide, sur la
production d’hydrogene, le rendement et le rappf€O, pour lesquels les valeurs les plus élevées
ont été obtenues a un pH initial de 7,0 ; le pHé&fulation a quant a lui eu un impact direct sur la
productivité en hydrogene (diminution avec l'adjlitsans conséquence sur le volume final
d’hydrogéne produit mais ce qui a eu pour effetlobmer le temps de production d’hydrogéne. De
plus, 'analyse des métabolites a mis en évideneelg pH de régulation avait impacté la production
d’acétate, jusqu’alors co-majoritaire avec le battyy a faible pH mais sans affecter la productien d
ce dernier (I'acétate ne représente plus que 1&ardabolites produits a un pH de 4,5). De plus, la
dégradation du tartrate initial présent, qui étastu’alors consommé totalement, a diminué et n'est
plus que partielle (21 %) a un pH régulé a 4,5. thie encore Clostridium spp. (oseum, diolis,
beijerinckii, butyricuny est le genre bactérien majoritaire identifié abgn dans le test ou le pH a été
régulé a 4,5 que celui de référence. Le calculrthee effectué des quantités de NADH consommé et
produit a partir des métabolites et des sucresi gjue les résultats du séquencage, ont permis de
déduire que cette bactérie était responsable derdduction d’hydrogéne via 'oxydation de la
ferrédoxine réduite lors de la conversion du pytenen acétyl-CoA a son tour converti en butyrate,

les pressions partielles élevées en hydrogene @Ra au cours de la fermentation le confirmant.

Enfin, la derniere partie a montré qu’une charggale de 60 g DCO/L pouvait étre appliquée afin
d’obtenir une production d’hydrogéne (10,9 L/L delien réactionnel) et une productivité
(18,41mmol/L/h soit 443 mL/L/h) les plus élevéesagant un rendement en hydrogéne correct (1,44
mol/mol) et un rapport CO, maintenu (0,81). A 95 g DCOIL, les performancas smpactées plus
faibles gu’attendues, en ce qui concerne le voldingdrogéne produit ou la productivité, calculées a
partir des corrélations linéaires obtenues aveoieentration initiale en sucres (respectivemeént, r
0,925 et r2 = 0,855). La présence majoritaire diyrate, corrélable avec la quantité initiale derssic
(r2 = 0,992), produit pa€lostridium spp. (oseum, diolis, beijerinckii, butyricinmajoritaire quels
que soient les tests confirme que c’'est par cetie que I'hydrogéne est produit, I'acétate ne
représentant que 14 % des métabolites totaux & gdaré5 g DCO/L. C’est la production de lactate
par Enterococcus villorungui est responsable de la baisse de rendemeBst figl/mol) et du rapport
H,/CGO, (0,66). En conclusion, une concentration initialesubstrat trop élevée inhibe partiellement

les performances de production d’hydrogene en fsawt les bactéries concurrentes consommatrices
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du substrat ; la dilution de la biomasse brute tbeg’ est donc préférable.

A travers ces études paramétriques, des queststent en suspens quant : a la bactérie responsable
de la dégradation du tartrate, aux métabolitesypt®@ concentration initiale en sucres élevéeoat n
quantifiables par nos techniques d’analyse, auxébas responsables des métabolites minoritaires
produits et celles responsables de la productiacédate ; les phénomenes a l'origine de ces
guestionnements ne peuvent pas étre expliqués paule influence des parametres opérationnels car

ils peuvent également étre liés aux caractérissigmelogenes de la biomasse.
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Chapitre V. INFLUENCE DES CARACTERISTIQUES
ENDOGENES DES BIOMASSES SUR LES PERFORMAN
CES DE PRODUCTION D'HYDROGENE ET SUR LES
STRUCTURES DES COMMUNAUTES MICROBIENNES
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1. Introduction
1.1. Objectifs

Apres avoir montré I'existence d’'une microflore egdne productrice d’hydrogene dans la biomasse
viticole (Chapitre Ill) et aprés avoir étudié I'inénce des parametres opératoires sur les perfoasan
de production d’hydrogéne (Chapitre 1V), il est egxaire d’'étudier I'impact des caractéristiques

endogenes liées aux différentes biomasses vitisolekes performances de production d’hydrogene.

En effet, la biomasse en tant que substrat estemi@r lieu la source de composés fermentescibles,
c'est-a-dire, composés métabolisables par les roiganismes. En fermentation obscure, il a été
montré que les sucres sont les composants majentant utilisés par les micro-organismes pour la
conversion en hydrogene (Gabal, 2014). Des études ont montré que la présenogadeo et micro-
nutriments étaient nécessaires aux métabolisme®gns (Karadag & Puhakka, 2010 ; Leteal,
2010 ; Wang & Wan, 2009 ; Zhang & Shen, 2006) dauproduction d’hydrogene, et que d’autres
inhibaient la production d’hydrogéene (Faetgl, 2002a).

Ainsi, il est important de caractériser la matiérganique de la biomasse viticole de références, pu
de la comparer a d’autres biomasses viticoles ffierelnts cépages ou différents types et d’étueier |
production d’hydrogene, ce qui permettra de rdkepotentiel de production d’hydrogéne a un ou

plusieurs « constituants ».

Les biomasses viticoles étant utilisées a la foimroe substrat et consortium microbien producteur
d’hydrogéne, il est également intéressant d'étutliefluence du cépage, du type de biomasse
(bourbes, marcs de raisin, gateau de filtratiolestde vin), du mode de culture des vignes (derabl
éco-phytosanitaire ou biologique) non seulement surcomposition biochimique mais aussi

microbiologique, se répercutant ainsi sur les perémces de production d’hydrogéne.

Il a été montré que les co-cultures bactériennedliarant les performances d’hydrogéne tout en
diminuant le facteur économique (Elsharnowdtyal, 2013). En effet, I'association d’'une bactérie
aéro-anaérobie facultative (AAF) telles que lestdrdes entériques, a une bactérie anaérobie stricte
productrice d’hydrogéne de gereéostridium permet de s’affranchir d’un agent réducteur dgedye.

Les bactéries AAF consomment le dioxygéne présans de milieu ce qui évite I'inhibition par le
dioxygéne des bactéries anaérobies strictes. Adan&i¢ étudiée l'influence de la perturbation ljadi

liée a I'ajout des eaux de ringage de pressoirdarasses ‘bourbes’ et ‘marcs’.
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1.2. Mise en ceuvre dans le bioréacteur

Cette étude s’appuie sur le fonctionnement optirdiséioréacteur semi-batch (Cliat al, 2015).
Les parametres opératoires considérés comme optis@nt . une température de fermentation de
37°C, une agitation de 220 tours par minute (trymim débit de 50 mL/min d’azote utilisé comme
gaz de balayage pour extraire les gaz produitbpigage dans le milieu fermentaire pour un volume
réactionnel total de 0,7 L. Les paramétres étudidss le chapitre IV et utilisés pour cette étude so
un pH initial de 7,0, un pH de régulation de 5,7ue¢ charge initiale de 50 mL pour les biomasses

liquides ou 50 g pour les biomasses solides.

Dans les différentes parties composant ce chapigeyiomasses viticoles proviennent d’Alsace et de

Bourgogne, sont issues des vendanges 2012, 2@03 4tet sont stockées soit a 4°C, soit a -20°C.

Ce chapitre est composé des trois sous-chapitrégantsi: () I'étude de [l'influence des
caractéristiques endogenes liées aux biomassesrbdsiy (Il) I'étude de [linfluence des
caractéristiques endogénes liées aux biomassessmd(tll) I'étude de l'influence de l'introductio

de perturbations biotiques et de l'influence desadaristiques endogenes liées aux biomasses

‘gateau’ et 'lies’.

Les deux premiers sous-chapitres sont divisés @siguirs parties relatives aux études sur l'infleenc
du cépage, du mode de culture, de la variabilitjualte et I'impact des rafles (uniqguement pour les

marcs). La figure 58 résume les fermentationsgéati dans les deux premiers sous-chapitres.
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X ) Cépage [ Mode de culture ] Anneée
Modit clarifié
Pinot Gris Durable /Eco-phytosanitaire /Biologique 2012/2013/2014 W
Gewurztraminer
Décantation Bourbes Riesling
2012/2013/2014
4 Muscat
Modut
. ’ Auxerrois RENES
Grappes de raisin=—>| Pressage Marcs de raisin

Aligoté
Pinot Noir I Marcs avecrafles
Pinot Marcs sansrafles
Noir/Chardonnay Durable /Eco-phytosanitaire /Biologique
Charge/ajustementpH Fermentation Parameétres
* Productiond’H,
[ Iyl
< * RendementenH,
Bourbes > [ l > '
oo o ¢ Productivité enH,
eau
50mL
* Rapport H,/CO,

Tempsde latence

e
Marcs ) ot
olo oo * Production de métabolites

v
v

eau
50g * Analyse desstructuresdes
Ajustement pHyy = 7,0 N, =50 mL/min populations microbiennes
37°C, 220 rpm
PHréguiation> 5,7

Figure 58 : Représentation schématique de I'appeoekpérimentale utilisée pour tester I'influence daractéristiques
endogénes des ‘bourbes’ et des ‘marcs’ sur la pectido d’hydrogéne.

Le troisieme sous-chapitre est divisé en deuxgmrtlatives a l'influence de la perturbation lojo&
liée a I'ajout des eaux de rincage aux biomassesrties’ et ‘marcs’ et a I'influence des biomasses
‘gateau de filtration’ et ‘lies de vin’ sur la praction d’hydrogéne. La figure 59 est une représimta

schématique de la production viti-vinicole desétiéintes biomasses utilisées.

Marcs de raisin

Eaux deringage

Grappes de raisin —>

Décantation

Bourbes

Modt clarifié

!

Fermentation Vin

A

Filtre presse
Lies de vin

Gdteau de filtration
Figure 59 : Représentation schématique de la prodoawiti-vinicole des différentes biomasses Lé#is.
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2. Influence des caractéristiques endogenes liées aulbiomasses ‘bourbes’ sur la
production d’hydrogéne

2.1. Influence du cépage des bourbes sur la productioritdydrogene
2.1.1 Caractérisation des matiéres des bourbes

La production d’hydrogene par fermentation obscest I'un des processus impliqués dans la
digestion anaérobie ; la matiére organique comstituune partie du substrat potentiellement
dégradable. Une caractérisation des matiéres petenatieux déterminer le potentiel de production
d’hydrogéne des bourbes. La figure 60 représentistabution des matiéres seches (MS), matiéres
volatiles (MV), matiéres minérales (Mi) et des raegs en suspension (MES) des différentes bourbes
fraichement récupérées issues des vendanges 20MSlinclut a la fois les MES et les sels dissous
et représente donc I'ensemble des sels, matiemganigues et matieres minérales. La MV est
assimilée a la matiére organique. Les MES représefd fraction solide organique et minérale. Afin
de comparer la composition en MV, Mi et MES desfédéntes bourbes, ces valeurs ont été

normalisées par rapport a la MS.

A

1000 & A I 250
g 800 R, é .............. PR 200
o ]
'so * B Matiére volatile (MV)
-4
N 600 A e .t 150 @
) x S Matiére minérale (Mi)
o— -Q
= o
< x 5 X Matiére en suspension (MES)
E‘ 400 A e R v w100 ‘f-ﬂ' N .
g _ 2  AMatiere seche (MS)
S -

200 . . . ........... . ............ o S— 0 . - 50
I
0 T T T 0
BPG BGw BRi BMu

Figure 60 : Caractérisation des matiéres sechestilek, minérales et en suspension des différdsiages Pinot Gris
(BPG), Gewurztraminer (BGw), Riesling (BRi) et Mug@&ilu).

Les valeurs de matieres seches (MS) les plus &eseat obtenues par les bourbes Pinot Gris et
Gewurztraminer et sont significativement identig@es> 0,02 ; t-test) avec une valeur moyenne de
253 + 10 g/kg d’échantillon. En revanche, la valdarMS la plus faible est obtenue par les bourbes
Muscat avec une valeur de 27,0 + 0,2 g/kg. En decqucerne la répartition des matiéres en
suspension (MES), des matiéres volatiles (MV) stmatiéres minérales (Mi), les cépages Pinot Gris
et Gewurztraminer se distinguent statistiquement Qp05 ; t-test) des cépages Riesling et Musaat. E

effet, la MS des deux premiers cépages est codstién moyenne de 684 + 34 g de MV/kg de MS et
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de 443 £ 51 g de MES/kg de MS, alors que celledéesx derniers cépages est composée de 830 + 18
g de MV/kg de MS et de 629 + 68 g de MES/kg de MS.

A partir de la caractérisation physique des boyrbes’attend a obtenir des productions en hydregen
beaucoup plus élevées pour les bourbes de cépage@tis, Gewurztraminer et Riesling que pour les
bourbes Muscat, en raison de leurs teneurs plugedeen matiéres volatiles et donc en matieres

organiques.

2.1.2 Caractérisation de la DCO des bourbes

La demande chimique en oxygene (DCO) représergadatité d'oxygéne nécessaire pour oxyder la
totalité des substances organiques de la biombhasfgure 61 représente la répartition de la DCO
entre la fraction soluble et non soluble ainsi ¢mieomposition de la DCO soluble en sucres, en
alcools, en acides organiques et en protéines. C® e la fraction non soluble des bourbes
congelées a été calculée en retranchant la DC@ fiadtion soluble a celle de la fraction totalesL
sucres, les alcools, les acides organiques etrtgéipes de la fraction soluble ont été conventis e
DCO grace aux facteurs de conversion issus détéasaliure (Angelidaket al., 2007 ; Mironet al,
2000).

6la % 61b

79% 80%

M Ethanol
Pinot Gris Gewurztraminer Sucres
1% 61c 39% 61d W Tartrate
1%
\ Succinate
1%
Protéines

N

B DCOnonsoluble

63%

81%

Riesling Muscat

Figure 61 : Répartition de la DCO entre la fractisnluble et non soluble des bourbes pour les diftéreépages : Pinot
Gris (a), Gewurztraminer (b), Riesling (c) et Mus(dlt; et composition biochimique de la DCO soluble.

Les résultats obtenus indiquent que les cépagex Bis et Gewurztraminer ont un fractionnement
de la matiere organique similaire. Notons que &gsages Pinot Gris, Gewurztraminer et Riesling ont
une DCO totale égale en moyenne a 257 + 13 g/gucest significativement différent (p < 0,05 ; t-
test) de celle obtenue par le Muscat (209 + 17 gAyr laquelle la valeur est cohérente avec la plus
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faible valeur de MV obtenue pour ce cépage. Lesuralde DCO solubles représentent 94 + 6 % a 81
+ 9 % de la DCO totale pour les cépages Pinot @riRiesling. La DCO soluble se compose
majoritairement des sucres (76 + 8 % moyenne axdcalpartir des différents cépages). Le tartrdte es
le deuxiéme composé majoritaire de la fractionldelapres les sucres et représente en moyenne 11 +
2 % sur les cépages Pinot Gris, GewurztramineiiextliRg, seule la valeur obtenue pour le Muscat est
faible (1 %). On remarque I'absence de malate eitdete, deux autres métabolites en plus du tartra
retrouvés majoritairement dans la pulpe de raidimsniRibéreau-Gayoat al, 2012). Cette absence
peut se justifier par les hypothéses suivantésen(ifonction des cépages, la constitution enatrtr
citrate et malate n’est pas la méme ; (ii) les ofmrganismes endogenes ont dégradé rapidement le
citrate et le malate via le cycle de Krebs, métaba utilisé en aérobiose, ce qui explique la prése

de succinate pour les cépages Gewurztraminer slifitjeLa DCO non soluble représente des valeurs
comprises entre 6 % et 19 %, respectivement psubderbes Pinot Gris et Riesling. Enfin, I'éthanol
est le dernier composé organique représentant 13%oade la DCO totale, respectivement pour le
Gewurztraminer et le Riesling, et le Muscat. Seuké€page Pinot Gris ne contient pas d'éthanol

initialement.

A partir de ce fractionnement de la matiere orgamicpn peut dire que : les cépages Pinot Gris et
Gewurztraminer sont similaires ; le Muscat se digie des autres cépages par une valeur de DCO
totale plus faible et par une quasi-absence deatardans la DCO soluble ; les bourbes Riesling se
distinguent des autres cépages par une valeureclv®CO non soluble. On s’attend alors a obtenir
de meilleures productions d’hydrogene a partir dgsages Pinot Gris et Gewurztraminer qu'a partir
des cépages Riesling et Muscat, conformement egalem la teneur en sucres solubles dans les
échantillons initiaux.

2.1.3 Caractérisation de la teneur en protéines des besrb

Les teneurs en protéines des fractions totaleslebles nous permettent non seulement, de calculer
les teneurs en azote organique présent dans labdsogongelées mais également d’estimer en
premiéere approche que les quantités de micro-csgaes. La teneur en azote organique de la fraction
totale peut étre calculée en divisant la teneuiperéines de la fraction totale par le facteur de
conversion 6,25 (Miroret al, 2000). La figure 62 représente les teneurs etéipes des fractions
solubles et totales des bourbes de différents efpags incertitudes élevées obtenues sur ladracti

totale sont notamment dues a la difficulté de petgent de I'échantillon a la pipette.
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Figure 62 : Teneurs en protéines des fractionstdekiet totales des bourbes pour les différentagép: Pinot Gris (BPG),
Gewurztraminer (BGw), Riesling (BRi) et Muscat (BMu

La figure 62 montre que les protéines issues dfaletion soluble des bourbes Gewurztraminer,
Riesling et Muscat représentent en moyenne 19 +d®%oprotéines issues de la fraction totale alors
gu’elles représentent plus du double pour le cépaget Gris (43 £ 7 %). Cela signifie que le Muscat
est le cépage qui a la teneur en azote organiqgpleideélevée 105 g/L contre une moyenne de 85 + 1
g/L pour les autres cépages. La différence entréelgeurs en protéines de la fraction totale agbesc

de la fraction soluble permet d'estimer les tenears protéines de la fraction particulaire
représentative notamment des micro-organismes. i,Allas teneur en protéines des fractions
particulaires est la plus élevée pour les bourbasdslt (554 + 138 mg/L contre 305 + 287 mg/L pour
le Pinot Gris, 411 + 146 mg/L pour le Gewurztramiae436 + 198 mg/L pour le Riesling). On peut
alors estimer en premiére approche que les miggarismes sont les plus nombreux dans les bourbes

Muscat et les moins nombreux dans les bourbes Binst

A partir de l'analyse des protéines, on s'attendeaque les bourbes Pinot Gris produisent de
I'nydrogéne avec un temps de latence plus élevélepi@utres cepages. Au contraire, les bourbes
Muscat produiront de I'hydrogéne soit avec un terdpslatence plus court, soit le substrat sera
rapidement consommeé par les bactéries presentgset nombre, et non productrices d’hydrogene.

2.1.4 Caractérisation élémentaires des bourbes

La composition élémentaire réalisée sur les boupaemet d’'une part, de connaitre l'influence du
cépage sur sa composition et d’autre part, de ¢oana composition des biomasses en macro- et
micro-nutriments nécessaires aux micro-organisnmg produire de I'hydrogéne. La figure 63
représente la répartition élémentaire moyenne lEdcu partir des différentes bourbes congeléeksur
fraction totale (figure 63a) et soluble (figure §3le Muscat ayant été exclu (figures 63c et 63d) e
raison de sa répartition différente par rapport autxes cépages. Quel que soit le cépage, les digme
principaux des fractions totales et solubles sergdufre (S), le phosphore (P), le calcium (Ca), le
magnésium (Mg) et le potassium (K).
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Figure 63 : Répartition élémentaire moyenne deaatfon totale (a) et soluble (b) des bourbes PiBois, Gewurztraminer
et Riesling et celles des bourbes Muscat seulext (d).

La fraction totale moyenne des bourbes Pinot Gdswurztraminer et Riesling est composée

majoritairement de K (94 £ 1 %) et d’éléments phisoritaires tels que P, Ca, S et Mg (2,1 £ 0,2 %,
1,7+ 0,9 %, 1,3 £ 0,1 % et 0,7 £ 0,2 %). Mémeasirhction soluble moyenne est composée des
mémes éléments que la fraction totale, leurs rifipag different légerement : 70 + 4 % pour le K,

13,0 £ 0,6 % pour le P, 6 + 2 % pour Ca, 6 + 1 %rpdg et 4,4 + 0,8 % pour S. Quant aux bourbes
Muscat, la répartition élémentaire des fractiortaléoou soluble sont similaires entre elles (hormis
pour S) et également trés proches de celle deatdidn soluble moyenne obtenue pour les autres

cépages.

La répartition élémentaire ne permettant pas de dei différences entre les cépages Pinot Gris,
Gewurztraminer et Riesling, I'analyse des teneursnacro- et micro-nutriments est nécessaire. La
figure 64 représente les concentrations en ma¢nmiczo-nutriments des fractions totales et solsible
des bourbes en fonction de leur cépage. Les nuitdr@ntenus dans la fraction soluble sont les plus
facilement assimilables par les bactéries. Toutefbest rare que les métaux traces soient sougefo
dissoute, mais sont plutét sous forme liée parractéons physico-chimiques avec les composés
organiques et inorganiques ou bien par interactiitsobiennes. La technique d’analyse ICP-AES,

utilisée dans cette étude, ne permet pas cepeddaltéterminer la biodisponibilité de ces métaux.
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Figure 64 : Teneurs des macro- et micro-nutrimgmésents dans les fractions totales (FT) et sokitfi®l) des bourbes
Pinot Gris (BPG), Gewurztraminer (BGw), Riesling (B& Muscat (BMu).

Alors que les teneurs en macro- et micro- éléméiffisrent selon les fractions totales des bourlees d

différents cépages, celles des fractions solubted similaires quel que soit le cépage et sont
composées en moyenne de : 182 + 26 mg/kg de P,%tng/kg de S, 1,0 + 0,2 g/kg de K, 83 £ 7

mg/kg de Mg, de 74 + 16 mg/kg de Ca, de 0,11 + &ftkg de Fe, de 3,5 + 0,3 mg/kg de B, de 0,8 £
0,4 mg/kg de Cu, de 0,6+ 0,2 mg/kg de Zn, de 0,8908 mg/kg de Mn, de 0,007 + 0,001 mg/kg de

Cr, de 0,012 + 0,002 mg/kg de Ni et de 0,005 + ®,0@Q)/kg de Pb. Les métaux lourds tels que le
cuivre, le chrome, le zinc, le nickel et le plomit @té reportés comme éléments toxiques pour la
production d’hydrogéne a partir de teneurs éle¢dé&mget al, 2009). Les teneurs en nutriments dans
les fractions solubles sont inférieures a celles fiactions totales pour tous les éléments sauf le
magneésium qui a des teneurs similaires, et le higkée plomb pour lesquels les teneurs sont plus

élevées.
La différenciation des cépages se fait par lesuisnen nutriments des fractions totales. Comme
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expliqué précédemment au chapitre I, le phosphstreire élément clé pour la biosynthese des acides
nucléiques et des phospholipides. Les bourbes HEristet Gewurztraminer sont les cépages les plus
riches en P (respectivement, 267 + 4 mg/kg et 25Y tng/kg). Le soufre, présent dans certains acides
aminés essentiels et dans certaines vitaminegestfdis plus élevé dans les bourbes Pinot Grig& 2

+ 3 mg/kg que dans le Muscat (106 + 1 mg/kg) owRlesling (101 + 1 mg/kg). Le potassium,
nécessaire a l'activité de nombreuses enzyme$gkshent dont la teneur est la plus élevée de tous
les autres nutriments et est également 16 foisé@se dans les bourbes Pinot Gris (13,9 + 0,8) g/k
gue dans le Muscat (0,90 + 0,01 g/kg). Le magnésasinrequis pour stabiliser les ribosomes,
membranes et acides nucléigues et également ngeekdactivité d’enzymes, a été quantifié a des
valeurs moyennes de 79 + 3 mg/kg. Quant au caldiesnteneurs obtenues sont 6 fois plus élevées
dans les bourbes Gewurztraminer (314 + 23 mg/kg)dans les bourbes Muscat (54,5 + 0,4 mg/kg).
Les bourbes Pinot Gris ont une teneur en fer, ilecipal micro-nutriment, 5 fois plus élevée (29,4 +
0,5 mg/kg) que celle des bourbes Riesling (6,314g/kg). Le fer est un métal trace trés important
car il joue un rble de cofacteur enzymatiqgue notammcelui des hydrogénases, productrices

d’hydrogéne.

La composition élémentaire montre que les bourbiest RGris sont les plus riches en macro-
nutriments K, P et S, et en micro-nutriment Fee tgs bourbes Gewurztraminer sont les plus riches
en macro-nutriments Ca et P ; que les bourbesiRiesbnt les plus pauvres en macro-nutriment S et
en micro-nutriment Fe ; et enfin, que les bourbessdat sont les plus pauvres en tous macro-
nutriments (K, S, P, Ca). A partir de la caractgitsr élémentaire des bourbes, on émet I'hypothése
selon laquelle les bourbes Pinot Gris pourront rauoe productivité en hydrogene plus élevée non
seulement parce qu’elles contiennent les tenearplies élevées en macro-nutriments essentiels a la
croissance microbienne, mais également, parceatenkur en fer, micro-nutriment constitutif des

hydrogénases, de la fraction totale est la plugéle

Grace a la caractérisation des bourbes des cépagesGris, Gewurztraminer, Riesling et Muscat,
nous avons pu mettre en évidence que les bourbes Bris et Gewurztraminer étaient les cépages
composeés de plus de matiéres organiques (MV et EE@QYnt les DCO totales se composaient a 80
% de sucres. De plus, le Pinot Gris est le pluserdes cépages en macro-nutriments K, P et S, et en
micro-nutriment Fe. Ceci nous amene a émetire fhiyise selon laquelle les bourbes Pinot Gris
produiront potentiellement le plus d’hydrogéne auee productivité elevee car elles sont les plus
chargees en matieres fermentescibles et présdegenutriments nécessaires au developpement des
bactéries et de leurs enzymes. Toutefois, ellesnalie temps de latence le plus éleve car la giganti
de protéines de la fraction particulaire reprédegale la biomasse microbienne est la plus failele
tous les cépages. Les bourbes Muscat contiennembiles de matiere organique et fermentescible et
sont les plus pauvres en macro- et micro-nutrimesnss’attend donc a ce qu’elles produisent le

moins d’hydrogene, avec une microflore microbieqoeconsommera le substrat présent. Enfin, les
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bourbes Gewurztraminer et Riesling sont les céepagesnédiaires, pour lesguels on peut toutefois,
emettre I'hypothése que le Gewurztraminer produyihas d’hydrogene que le Riesling car sa

composition en substrat et en nutriments est [ther

2.1.5 Influence du cépage sur les performances de pramudthydrogeéne

Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempstéa ndesuré individuellement pour chaque
biomasse de cépages différents et issue de lanrégsace : Pinot Gris, Gewurztraminer, Riesling et
Muscat. Une partie des biomasses a été stocké€ avitht fermentation (dont la durée de stockage
est notée entre parenthéses) alors qu’'une autiie paété congelée des réception des échantilions a
laboratoire. Les courbes obtenues a partir de iopsdsses présentent toutes une allure typique d’'une

croissance microbienne et de production de métakain mode non continu (figure 65).
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Figure 65 : Volume d’hydrogene produit au courstelmps a partir des bourbes stockées a 4°C et a -poCles différents

cépages : Pinot Gris, Gewurztraminer, Riesling esbéai.
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Lorsque les bourbes sont stockées a 4°C, le tempatence est compris entre 7 et 8 h pour les
cépages Gewurztraminer, Pinot Gris et Rieslingsatpr’il est de 12 h pour le Muscat. Ainsi, la
fraction particulaire plus élevée décelée poublasrbes de Muscat ne donne pas lieu a une réduction
du temps de latence et peut répondre de prime ahoftypothése de micro-organismes non
producteurs d’hydrogéne présents en plus grand reontmrsque les bourbes sont congelées, les
valeurs de temps de latence obtenues pour chagagecéont similaires a celles des bourbes stockées
a 4°C sauf pour le Pinot Gris. En effet, la contigtades bourbes Pinot Gris nécessite un temps
d’adaptation plus long (11 h) que lorsqu’elles samiguement stockées a 4°C. Est-ce un indicateur
que la microflore endogéne des bourbes Pinot Gtiples sensible a la congélation ? La deuxiéme
phase, dite exponentielle, correspond a 'augmemaaipide du volume d’hydrogéne produit et dont
la productivité en hydrogéne est maximale. Enfindérniére phase, dite stationnaire, correspond au
ralentissement de la production d’hydrogéne jusdolitention d’'un plateau. Ceci signifie que la
fermentation est terminée soit en raison de I'éguEnt du substrat, soit a cause d’une inhibitiom du

aux produits de fermentation.

Les productivités et les productions d’hydrogéndgenbes a partir des biomasses ainsi que les

171



Chapitre V. RSULTATS ET DISCUSSIONS

rendements en hydrogéne et concentrations en saltdsdes sont représentés dans la figure 66.
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Figure 66 : Performances de production d’hydrogébéenues a partir des biomasses ‘bourbes’ de diffésrcépages :
productivité (a), production (b) et rendement (d)igdrogéne, et concentration initiale en subsfcat
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Pour rappel, les valeurs des concentrations inigalen substrat (en égq. DCOI/L) (figure 66c)
correspondent a celles du milieu réactionnel auutiéhu test et non pas a celles des bourbes brutes
(cf. V-2.1.2).

Les résultats de la figure 66a indiquent que leotP{Bris est le cépage qui a obtenu les meilleures
productivités en hydrogéne, que les bourbes ssiteckées a 4°C ou a -20°C : respectivement 10,04
et 6,53 mmol/L de milieu réactionnel/h (mmol/L/En revanche, le Muscat est le cépage qui a obtenu
les plus faibles productivités, quel que soit leckhge des bourbes: respectivement 0,42 et 2,08
mmol/L/h pour les bourbes stockées a 4°C et a -20tCremarque également, que les productivités
en hydrogene sont affectées négativement et deemsasignificative (p < 0,02 ; t-test) par la

congélation des bourbes : les vitesses de produdioydrogéne sont 1,2 & 1,5 fois plus faibles

lorsque les bourbes sont congelées que lorsqu’elesont que réfrigérées. Les résultats indiquent
également qu’une durée de stockage d’'un mois aMp@cte négativement et de maniere significative
les productivités en hydrogéne (p < 0,02 ; t-te&)p6 mmol/L/h contre 10,04 mmol/L/h pour les

bourbes Pinot Gris (35 jours) et (7 jours).

Les résultats de la figure 66b indiquent que le Getkaminer est le cépage qui a obtenu la plug fort
production en hydrogéne parmi les bourbes stock@e€ (3,9 L/leacteurSOit 55,0 L/lsourned, alors que
c’est le Pinot Gris parmi les bourbes congelée$ (A, ¢acteurSOit 62,3 L/lpoumed. La congélation des
biomasses impacte positivement et de maniere wigtife (p < 0,02 ; t-test) la production en
hydrogéne, a une exception pres : le volume deuetmh d’hydrogene des bourbes Gewurztraminer
est significativement similaire (p > 0,02 ; t-tegt)e les bourbes soient congelées ou non (4,0econtr
3,9 L/L). Le Muscat a obtenu les plus faibles vahisnde production d’hydrogéne : 2,6 L/L et 0,2 L/L
pour les biomasses congelées et réfrigérées. Lagdtats indiquent également que la durée de
stockage a 4°C impacte négativement et de manignéicative les productions d’hydrogene (p <
0,02 ; t-test).

Les résultats de la figure 66¢c permettent d’ex@iguen partie, la différence de production et de
productivité en hydrogene obtenues pour les diftsreeépages. En effet, plus la biomasse a une
concentration initiale en substrat (sucres compdeés0 % de glucose et de 50 % de fructose) élevée
et plus la vitesse et le volume d’hydrogéne prodoitt élevés, et inversement, hormis le cépage
Muscat. Cela confirme les corrélations directebliéts au chapitre IV, entre la vitesse de produactio

et la teneur initiale en sucres, ainsi que la pctido d’hydrogene et la teneur initiale en sucres.

Une durée de stockage prolongée de la biomass€ aelpermet pas de stopper completement les
métabolismes microbiens, ce qui implique une comsation du substrat (sucres composés de 19 %
de glucose et de 81 % de fructose pour les bolissat 31 jours et, de 32 % de glucose et de 68 %
de fructose pour les bourbes Pinot Gris 35 joutsure développement microbien « parasite »

concurrent & la production d’hydrogéne. Ceci perdiekpliquer les faibles volumes et vitesses
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d’hydrogéne produit par les bourbes Pinot Grisj@fs) et partiellement par les bourbes Muscat (31
jours). En effet, la concentration initiale en ®scdes bourbes Pinot Gris (35 jours) est deuxplois
élevée que celle des bourbes Muscat (31 jourdp productivité et le volume d’hydrogene produit
obtenus par les bourbes Pinot Gris (35 jours) sesgectivement, 8,6 et 9,6 fois plus élevés que ceu
obtenus par les bourbes Muscat (31 jours). Un apammeétre (non encore identifié) est donc

impliqué dans les contre-performances de productioydrogene des bourbes Muscat (31 jours).

Les résultats de la figure 66d indiquent des remiesnen hydrogene significativement comparables
(p > 0,02 ; t-test) pour les bourbes réfrigéréew@etraminer (7 jours), Riesling (13 jours) et Rino
Gris (35 jours), et les bourbes congelées Pinat, @ewurztraminer et Riesling (en moyenne 2,23 +
0,09 mol/mol). Ceci est notable et montre que &g échantillons le type de cépage et le mode de
stockage de la biomasse sont sans effet signifisati le rendement en hydrogéne. Les trois
biomasses : Pinot Gris (7 jours), Muscat (31 joues) Muscat, se distinguent en revanche,
significativement des autres avec des valeurs fpibfes de rendement (respectivement, 1,46 ; 0,50 ;
1,66). Ceci signifie donc que le substrat présamsda biomasse a été consommeé par des bactéries

non productrices d’hydrogéne et concurrentes moaubstrat aux bactéries productrices d’hydrogene.

2.1.6 Influence du cépage sur le métabolisme

La distribution des métabolites produits en fin fdementation de chaque biomasse ainsi que les

quantités de gaz produits et de sucres initiauk repmésentées sur la figure 67.
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Figure 67 : Distribution des métabolites et des geaduits a partir des biomasses de différents gépa

L'acétate et le butyrate sont les deux métabolitapritairement produits par toutes les biomasses,

I'exception des bourbes Muscat (31 jours) pouruetigs le rendement observé en hydrogéne est le
plus faible. C’est d'ailleurs les seules bourbeargesquelles le bilan DCO calculé (annexe 4) est
incomplet (65 %). Ceci signifie que tous les mélitdd® ne sont pas mesurés par nos techniques

d’analyses au laboratoire et/ou que la biomasseobiEnne, non prise en compte dans le bilan de
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matiere, représente une part beaucoup plus imgertgure celle des autres cépages. Les quantités
d’acétate et de butyrate produites sont signifiemtient (p < 0,02 ; t-test) plus élevées lorsqse le
biomasses sont congelées que lorsqu’elles soigéedes. Par ailleurs, toutes les bourbes contignne
initialement du tartrate qui est consommé totaldna@ncours de la fermentation, a I'exception du

cépage Muscat (en moyenne 19,2 + 3,7 mmol corfre 0,3 mmol pour le Muscat).

Ce qui distingue les cépages les uns des autres)esométabolites secondaires produits. Le Pinot
Gris (7 jours) produit principalement dwccinate (14,1 mmol), mais également déthanol (7,0
mmol) et duvalérate (7,7 mmol). Les métabolismes secondaires caraatérie Gewurztraminer (7
jours) et le Riesling (13 jours) sontfiermiate (3,6 mmol et 8,8 mmol), éthanol (3,6 mmol et 4,5
mmol) et lesuccinate (3,8 et 2,3 mmol). Stockées pendant 31 jours § #¥<bourbes Muscat ont
entamé leur maturation ou pré-fermentation, ceageiu pour conséquence de diminuer largement la
teneur en sucres (11,7 mmol) et de pré-produingtenol (35,7 mmol initialement) dont une partie
a été consommée au cours de la fermentation (1ipémUne longue durée de stockage influe
négativement sur la quantité de butyrate produif§8ontre 14,5 mmol, respectivement pour le Pinot
Gris stocké 7 jours contre 35 jours) en raisonalglss faible quantité initiale en sucres (23,7ten
60,5 mmol) mais redirige les métabolites secondajseiccinate, valérate et lactate) vers les voies

formiate et propionate.

On note également, une distribution différente desabolites secondaires produits a partir des
biomasses congelées. Les métabolites secondainegpptement produits sont : I'éthanol (6,2 mmol)
pour les bourbes Pinot Gris, le formiate (8,1 mnrabl10,3 mmol) pour le Gewurztraminer et le
Riesling, et le propionate (9,0 mmol) pour le Musdaa production de succinate et de lactate a
diminué de maniere significative avec la congéftatite la biomasse. La voie acétate est sous-
exprimée lorsque la biomasse Muscat est utilisge8(Inmol contre 38,8 et 44,4 mmol pour le

Riesling et le Pinot Gris).

2.1.7 Structure des communautés microbiennes par T-RFLP

La structure des communautés microbiennes par TPR#Htenue a partir des bourbes ‘Pinot gris (7
jours)’, ‘Gewurztraminer (7 jours)’, ‘Riesling (3jBurs)’ et ‘Muscat (31 jours)’ est représentée laur
figure 11. Les analyses ont été réalisées sur demnéllons obtenus en cours de fermentation et qui
correspondent aux maxima ou sont proches des makénmaoduction d’hydrogéne. Il est important
de noter que les incertitudes liées au temps deatiog qui correspond ici a la taille des fragmedds
restriction, sont de 2 pb jusqu'a une taille de pBQ 3 pb jusqu’a 300 pb; 5 jusqu’a 600 pb et 7
jusqu’a 800 pb.

Globalement, sur les quatre structures des comniémamicrobiennes présentées dans la figure 68,
trois structures sur quatre sont proches: ce smlies des bourbes Pinot Gris (7 jours),

Gewurztraminer (7 jours) et Riesling (13 jours).sLélectrophorégrammes de ces trois cépages
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montrent des pics communs correspondant a des gimmd bactériennes. On remarque
particulierement la similitude des structures abéindance des communautés microbiennes obtenues
lors des fermentations des bourbes Gewurztramin®iesling, mais également de leurs profils de
production d’hydrogéne. Le couple de fragments efgriction 67/702 pb respectivement avec les
enzymes alul et hhal correspond a la populatiororitajre ayant une abondance relative de 51/48 %
pour le cépage Gewurztraminer contre 61/59 % pouépage Riesling. Cette population majoritaire a
été identifiée lors du chapitre 1l comme ét&ibstridium butyricumEn ce qui concerne le Pinot
Gris, plusieurs populations microbiennes sont cmidantes lors de la fermentation et correspondent
aux fragments 67 pb (32 %) et’~ pb (33%) avec alul, e873pb (31 %),231pb (21 %) et’03pb (21

%) avec hhal. Il est toutefois impossible, avec m@rseule analyse la T-RFLP, de déterminer les

couples de fragments de restriction et les esg#aEgriennes associées.

Enfin, les bourbes Muscat montrent un profil dedmciion d’hydrogéne et une structure des
communautés bactériennes différents des autregiegpaec une population microbienne majoritaire
représentée par le coupie /229 pb avec les abondances relatives respectives &é 667 %. La
structure des communautés microbiennes est plydesicar moins de pics sont présents que pour les
autres cépages. Le chapitre Il avait seulememniged’identifier le phylumFirmicutescomprenant
des bactéries appartenant au(x) genrésperobacter, Anaeroplasma, Bacillus, Brevibacillus
Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus ou Pastaurtomme représentatif de ce couple. Par ailleurs,

on remarque I'absence du pic représentatif deéesplostridium butyricum(67/702 pb).
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Figure 68 :

Débit de gaz produit (L/h)
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2.1.8 Influence du cépage sur les structures des comniématicrobiennes par séquencage

Des analyses moléculaires de séquencage ont @t&edasur les biomasses réfrigérées et congelées
de cépages Pinot Gris et Muscat présentées dartgmpére. Ces analyses completent les analyses T-
RFLP réalisées sur les biomasses réfrigérées.guaefi69 représente les indices de diversité obtenus

pour ces biomasses.
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Figure 69 : Indices de diversité microbienne derStum et Simpson obtenus en fonction des cépagessébckage des
biomasses.

Le cépage Pinot Gris montre une diversité micralégplus élevée que le cépage Muscat et ce, quelle
que soit la température de stockage de la biomassequi avait déja été remarqué avec les
éléctrophorégrammes du paragraphe précédent. De [adudiversité microbienne est impactée
négativement lorsque la biomasse Muscat est cangedé qui n'est pas le cas avec le Pinot Gris.
L’hypothése selon laquelle la biomasse ‘bourbesddtiserait constituée de bactéries sensibles a la

congélation permettrait d’expliquer cette diminatio

La classification taxonomique au niveau de la flamidalisée a partir du séquencage des échantillons

est représentée sur la figure 70.
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Figure 70 : Classification taxonomique au niveaualé&mille réalisée a partir des échantillons préés a 24 h de
fermentation excepté pour les ‘bourbes Pinot Ce@igelées dont I'échantillon a été prélevé a 3kl = Bacteroidetes ;
Pro = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Badl = Béeroidia ; Gam = Gammaproteobacteria ; Bac = B#cilClo = Clostridia ;

Bad2 = Bacteroidiales ; Enb = EnterobacterialespdS= Sporolactobacillales ; Lac = LactobacillalesCjol = Clostridiales.
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Les résultats montrent quélostridiaceaeest la famille majoritaire représentée dans toukss
biomasses avec des abondances relatives de 64 polites biomasses réfrigérées et 88 = 6 % pour
les biomasses congelées. La classification taxamaenau niveau de la famille montre l'influence de
la durée de stockage sur la microflore endogém®{Rbris) : plus la durée de stockage a 4°C est
longue et plus la famillBacteroidaceaest favorisée au détriment des familfgrolactobacillaceae

et Enterococcacegece qui explique la diminution de l'indice de dis#é. La figure 13 montre
également l'influence de la température de stockagela microflore endogéne (Pinot Gris) : la
congélation favorise les famille€lostridiaceae et Enterococcaceaeau détriment des familles
Bacteroidaceaeet Enterobacteriaceaejui sont certainement plus sensibles. Enfin, leagépdes

bourbes congelées n'impacte que tres peu la dizsih taxonomique au niveau des familles.

L’affiliation des séquences représentatives des ©Ofidjoritaires a I'espece ou au genre microbien le

plus proche est présentée dans le tableau 10.

Tableau 10 : Affiliation des séquences majoritail&sDN codant pour I’ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés en cours de fermentationbdesbes de différents cépages.

Similarité (7Ij3:t?rs) (35BjI:f1rs) (3;3;\::5) BPG BMu
Clostridium intestinale 99,7% 1,5% 37,2% 58,5% 16,8% 60,6%
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 33,7% 24,9% 1,8% 44,8%  30,6%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% <0,1% - - 1,5% -
Clostridium sp. 98,7% 19,9% 2,2% 0,0% 15,6% 0,1%
Clostridium pasteurianum 100,0% 9,2% 0,7% 2,1% 4,8% 0,5%
Bacteroides graminisolvens 99,5% <0,1% 24,2% 21,4% <0,1% -
Enterococcus villorum 98,7% 15,8% 5,6% 0,6% 11,0% 5,8%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 13,2% 0,1% 0,4% 0,1% 0,2%
Klebsiella/Enterobacter/Proteus 99,7% 5,6% 4,4% 13,2% 1,6% 1,3%

Le séquencgage révele qu'une durée prolongée dé&agade la biomasse a 4°C ou bien qu'une
congélation induit des changements au niveau dstriecture des populations microbiennes. La
prolongation du stockage de la biomasse a 4°C isdelostridium intestinaleet Bacteroides
graminisolvensau détriment des bactéries lactiqu&ntérococcus villorum et Sporolactobacillus
laevolacticu} et deClostridium pasteurianumLa congélation de la biomasse favor@estridium
intestinale et Clostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumlau détriment de
Sporolactobacillus laevolacticusDe légeres diminutions des abondances relatives edpéces
Enterococcus villorupClostridium pasteurianunClostridiumsp. et de la familleEnterobacteriaceae

sont également notées.

Alors que la classification taxonomique n’avait mréngu’une légere différence au niveau de la
famille desEnterobacteriaceaentre les bourbes réfrigérées Pinot Gris (35 joetr8juscat (31 jours),
I'affiliation des séquences a I'espece la plus peopermet de mieux les distinguer. En effet, l@oPin

Gris (35 jours) est constitué de deux especes pordmtes Clostridium spp (roseum, diolis,
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beijerinckii, butyricum)(24,9 %) etClostridium intestinale(37,2 %) appartenant a la famille des
Clostridiaceaealors que le Muscat (31 jours) n'en est constitue d'une seuleClostridium
intestinale(58,5 %) La comparaison de I'électrophorégramme (paragrapbecdent) obtenu a partir

des bourbes Muscat (31 jours) est remarquablealdesdances des fragments de restrictions obtenus
avec alul (56/23/13 % pour 236/75/60 pb) correspahd celles des espéces obtenues par séquencgage
Clostridium intestinalg58,5 %), Bacteroides graminisolven@21,4 %) etEnterobacteriacea€l3,2

%). Une analyse de digestion de I'ADN (obtenu atipades séquences FASTA des OTU
correspondants a ces espedasiilico par des enzymes de restriction réalisée a partlogigiel en

ligne http://insilico.ehu.eu$2015) a permis de confirmer uniquement les loogu€ees fragments de

restrictions de I'espéd@lostridium intestinaléx 237/231 pb avec les enzymes alul/hhal.

La durée de stockage de la biomasse (Pinot Gfiisleirce non seulement les familles minoritaires
(Sporolactobacillaceae, EnterococcacestdBacteroidaceaemais €également les espéces appartenant
a la famille majoritaireClostridiaceae En effet, plus la durée de stockage a 4°C egjuenet plus
Clostridium intestinaleest favorisée (37,2 % a 35 jours contre 1,5 % jaurs) au détriment de
Clostridiumsp. (2,2 % a 35 jours contre 19,9 % a 7 jours). Enmekia, la durée de stockage n’a pas
d’'influence sur I'espéc€lostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricuni24,9 % a 35 jours

contre 33,7 % a 7 jours).

De la méme maniere que pour les biomasses stoékdé€, les bourbes congelées Pinot Gris et
Muscat se distinguent au niveau des espéces appatta la famille de€lostridiaceae.Le cépage
Pinot Gris est constitué majoritairement @estridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum)
avec une abondance relative de 44,8 % et de ddtesguopulations bactériennes plus minoritaires :
Clostridium intestinalg16,8 %) etClostridiumsp. (15,6 %). Quant au cépage Musdalpstridium
intestinale(60,6 %) est I'espece dominanteGiostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum

(30,6 %) est I'espéce sous dominante.

La congélation de la biomasse (Pinot Gris) favdeseespéce€lostridium intestinal€16,8 % contre
1,5 % a 4°C) eClostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricun{#4,8 % contre 33,7 % a
4°C) en défaveur des espéces bactérieSpesolactobacillus laevolacticu®,1 % contre 13,2 % a
4°C).
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2.1.9 Discussion

/

<+ Le cépage Muscat, potentiel de production d’hydnege plus faible

Entre tous les cépages testés, le cépage Mussadssengué des autres cépages, non seulement par
sa caractérisation physico-biochimique, que parp@formances de production d’hydrogéne. En
effet, dés la caractérisation, le cépage Muscatcuraulé les superlatifs d'infériorité en ce qui
concerne : les matiéres séches et volatiles (20,2 g/kg et 843 + 1 g/kg de MS), la DCO totale)20
g/L), la teneur en potassium (10 fois plus faible gelle des autres cépages) ; mais un superéatif d
supériorité en ce qui concerne l'estimation de lentité de micro-organismes présents dans la
biomasse a partir des teneurs en protéines. Ruis,de la fermentation, les biomasses bourbes
Muscat, aussi bien réfrigérées que congelées,amincié de se distinguer des autres cépages par des
performances de production d’hydrogéne infériewwesin temps de latence supérieur. Il est clair
gu’une microflore microbienne endogene non prodtetd’ hydrogene importante s’est développée au
cours des 31 jours de stockage des bourbes Mustdt,det qui a consommé une grande partie du
substrat initial. Le bilan de matiere incomplet (8 et les teneurs initiales en sucres (3,2 g éq.
DCOIL) et en tartrate (1,6 mmol/L) en apportent éigsnents de preuves. Ceci a eu pour conséquence
des performances de production d’hydrogéne les pktsmes avec une productivité de 0,42
mmol/L/h et un volume d’hydrogene produit de 0,2,lthais également une concurrence rude vis-a-
vis du substrat restant, d’ou un rendement en lygdre faible de 0,50 mol/mol. La comparaison avec
les bourbes Pinot Gris (35 jours) indique qu’unr@ut paramétre » est impliqué dans le faible
potentiel de production d’hydrogéne du cépage Musgcasque les performances de production
d’hydrogéne obtenues par le cépage Pinot Grisjeegt’'a 9,6 fois plus élevées que le Muscat alors
gue la concentration initiale en substrat n’estlgudouble. Par ailleurs, les bourbes congeléexcMus
dont la teneur initiale en substrat était simila&itex autres bourbes congelées, ont également raentré
des performances de production d’hydrogene les [dilsdes parmi les autres cépages : une
productivité de 2,08 mmol/L/h, un volume d’hydrogéproduit de 2,6 L/L et un rendement de 1,66
mol/mol qui indique I'utilisation de voies concuntes pour la consommation du substrat. L'analyse
des métabolites produits et le séquencage perrheiediscriminer les différences obtenues entre ces
deux biomasses. Tout d'abord, le Muscat contieittaiement de I'éthanol (bourbes réfrigérées
uniquement) a défaut de tartrate (bourbes congeléedrigérées), dont une partie est consommée en
cours de fermentation. L'oxydation de I'éthanol ast phénoméene majoritairement connu dans la
digestion anaérobie qui est réalisée grace auapimsme de deux especes bactériennes (Sehialk
2006). C'est le cas par exemple Belobacter acetylenicugjui oxyde I'éthanol en acétate et
hydrogéne (équation 1) et déethanobacillus omelianskijui utilise I'hydrogéne et le COpour
produire du méthane (équation 2) (Schatkal, 2006). Barkeet al. (1945) ont mis en évidence que
Clostridium kluyveriétait capable de convertir I'éthanol en butyratquétion 3) ou en caproate

(équation 4). Une autre possibilité, est la coriversle I'éthanol en acétaldéhyde grace a I'éthanol
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déshydrogénase puis, en acétate grace a l'aldéfgigdrogénase par quelques espéces bactériennes

Lactobacillus(Nosovaet al, 2000).

2CH;CH,0H + 2H,0 — 2CH;COOH + 4H, (AG) = 9,7 kj/mol) (1)
CH3CH,OH + CH;COOH — CH3CH,CH,COOH + H,0 (AG) = —38,6 kJ/mol)  (3)

2CH;CH,0H + CH3COOH — CHs(CH,),COOH + 2H,0 (AG)

77,4 kJ]/mol) (4)

Toutes ces hypotheéses ont été infirmées soit snmrale la non détection de méthane, soit parce que
'analyse de séquencage n'a pas identifiée lescespeitées ci-dessus. Toutefois, il n'est pas
impossible que les bactéries identifiées par ségageaient acquis la capacité a fermenter I'éthanol

par adaptation ou grace a un transfert d’'infornmatigénétiques (Bapteste, 2013).

Le séquencage a identifidostridium intestinalcomme étant I'espéce principale retrouvée dans les
bourbes de cépage Muscat, aussi bien dans lesdmugfrigérées (58,5 %) que dans les bourbes
congelées (60,6 %). Au niveau du métabolisme,dddes productions d’acétate (5,3 mmol pour les
bourbes réfrigérées et 17,8 mmol pour les bourlbegeaiées) sont a relier a la quasi-absence de
tartrate initial (respectivement 0,6 mmol et 1,1 aiinalors que la faible production de butyrate (2,2

mmol pour les bourbes réfrigérées) est a rellarfaible teneur initiale en sucres (3,2 g éq. DGO/

Les voies hydrogénotrophes observées dans les desfermentation des bourbes réfrigérées et
congelées Muscat sont les voies succinate (équajieh propionate (équation 6). Quant au valérate,
sa formation n’est pas clairement établie (Jebal., 2010) ; certains auteurs (Thawsral, 1977)

estiment qu'il est produit a partir du propionatele I'acétate (équation 7).

CoHy20¢ + 2H, + 2C0, - 2HOOC(CH,),COOH + 2H,0 (MG, = — 2149 k] /mol)  (5)
CoHy20¢ + 2H, — 2CH;CH,COOH + 2H,0 (MG, = —279,4 k] /mol)  (6)
CH3CH,COOH + CH;COOH + 2H, — CH3(CH,)3COOH + 2H,0(AG, = — 48,1 kJ/mol)  (7)

Il est assez étonnant d’obtenir une quantité élel@ropionate produit par les bourbes congelées
sans que le rapport,KCO, obtenu ne soit affecté (0,99) ; en effet, puisguation de production du

propionate (équation 5) consomme deux moles d’lgéire ce qui tend a diminuer le rappostGO,.

La différence d’hydrogéne produit entre les bourldescat congelées et réfrigérées et de I'utiligatio
du réseau métabolique, indiquent q@ostridium intestinalen’est pas I'espece productrice
d’hydrogéne. Au chapitre 1V, tout indiquait quesfgceClostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii,
butyricum) était responsable de la production d’hydrogéne. fdie encore, la corrélation entre la
guantité d’hydrogéne produit et 'abondance retatile cette espéce confirme dqDistridium spp.
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgst directement responsable de la production ddggétre
(figure 71).
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Figure 71 : Relation entre I'abondance relative @estridium spp. (roseum, diolis, beijerickii, butum) et la quantité
d’hydrogene produit.

Muscat est le cépage qui a obtenu le potentieldittnene le plus faible et ce, méme en évitant par
congélation la préfermentation. Il est difficile davoir si, 'especeClostridium intestinales’est

développée dans les bourbes Muscat parce queutiesbactérie dont les besoins nutritionnels sont
faibles ou parce que c’est une bactérie résistamtes températures faibles. De toute évidences cett
espece consomme une partie du substrat sans gratlbydrogene, ce qui la rend concurrente au

niveau du substrat des bactéries productrices ciiggahe.

< Le cépage Pinot Gris, potentiel de production dioggne le plus élevé

Il est vrai que les bourbes de cépage Pinot Gaierdt proches de celles du cépage Gewurztraminer
lors de la caractérisation. Pourtant, elles s'yt listinguées par le fait d’étre plus riches en mmac
nutriments K, P et S et, en micro-nutriment Fecépage Pinot Gris s’est également démarqué par ses
performances de production d’hydrogene les plugeéke: avec des productivités de 10,04 mmol/L/h
lorsque les bourbes sont réfrigérées et 6,53 mitiolirsque les bourbes sont congelées ; et des
volumes d’hydrogéne respectifs de 3,0 L/L de miliéactionnel (deuxiéme production la plus élevée
apres le Gewurztraminer) et de 4,4 L/L. Les rendegsnen hydrogene obtenus (1,46 mol/mol et 2,21
mol/mol) indiquent l'existence d'une concurrenceupde substrat uniquement pour les bourbes
réfrigérées pendant 7 jours. Les voies hydrogépbes observées dans les tests de fermentation des
bourbes réfrigérées et congelées Pinot Gris senvdées succinate (équation 5) et potentiellement
valérate ; alors que les voies uniqguement consoriceat de substrat observées sont les voies
formiate, éthanol et lactate, avec en plus la oi@nol pour les bourbes congelées. La quantiddetot
élevée de métabolites secondaires avec 37,4 mmollg® bourbes réfrigérées contre 12,2 mmol pour
les bourbes congelées, permet d’expliquer pourdgigiendement en hydrogéne obtenu pour les
bourbes Pinot Gris (7 jours) est plus faible queiaes bourbes congelées. Le séquencage a permis
d’établir que Clostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum@tait I'espéce dominante
productrice d’hydrogéne avec 33,7 % et 44,8 % didloce relative respective pour les bourbes

réfrigérées (7 jours) et congelées. Les phylotyplestridium sp. etClostridium pasteurianunsont
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également connues dans la littérature pour prodigirehydrogene (Rafraet al, 2013). On pourrait
suspecterClostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumje produire une bactériocine
dirigée vers les autres especdapstridium comme cela a notamment été mis en évidence dans la
littérature (Clarkeet al, 1976).Enterococcus villorunet Sporolactobacillus laevolacticusont des
bactéries lactiques homo-fermentaires identifiéessdles bourbes réfrigérées qui ont produit du
lactate. En revanche, selaterococcus villoruna été identifiée dans les bourbes congelées mais n’
produit que trés peu de lactate, ce qui indique apite bactérie lactique joue un autre réle dans la
production d’hydrogene. Par déduction, il semble §porolactobacillus laevolacticusoit la seule

bactérie responsable de la production de lactate léa bourbes réfrigérées.

% Les cépages Gewurztraminer et Riesling, potendielsroduction d’hydrogéne intermédiaires

Les cépages Gewurztraminer et Riesling ont mongi® mkrformances de production d’hydrogéne
intermédiaires aux cépages Muscat et Pinot Gris deemeilleurs résultats pour le Gewurztraminer
notamment grace a sa concentration initiale entathdus élevée. La caractérisation des biomasses
également montré que la teneur en fer des bourtestirig) était la plus faible des quatre cépages. Or
les productivités en hydrogéne obtenues pour cageggtaient 2 a 3 fois plus élevées que celles
obtenues pour le Muscat dont la teneur en fer dtainéme ordre de grandeur. Sur quatre cépages, il
n'est donc pas possible de relier la teneur emver la productivité en hydrogene, ni les tenears e

macro- et micro-nutriments avec les performancgsrdéuction d’hydrogéne.

Les métabolites minoritaires produits par les vdigdrogénotrophes suivantes : succinate (équation
5), propionate (équation 6) et valérate (équatiprpaur les bourbes réfrigérées, et propionate et
valérate pour les bourbes congelées ; ainsi que pmduits par la voie formiate ou par une voie
concurrente a la production d’hydrogéne (éthan@pntnque peu d’impact sur les rendements en
hydrogene qui restent élevés. Les structures demmomautés bactériennes des bourbes
Gewurztraminer et Riesling n'ont pas été analypéeséquencage lors des tests de fermentation mais
par T-RFLP. Cette analyse a révélé la prédominated’espéce bactérienne identifiée comme
Clostridium butyricumdont les fragments de restriction obtenus pareleg/mes alul/hhal sont de
67/702 pb. Cette identification bactérienne senfbltement correspondre a I'espéce majoritaire

identifiée par séquencage de I'échantillon prélev&du test ‘Pinot Gris (7 jours)'.

+» Le stockage longue durée a 4°C diminue le potedéigiroduction d’hydrogéne

La productivité en hydrogene est directement ingm 65 % inférieure) par le stockage des bourbes a
4°C pendant un mois notamment a cause de la caatientinitiale en substrat 61 % plus faible. Le

volume d’hydrogéne produit quant a lui, est égalenimpacté mais de maniére plus légere (37 %
inférieur). Alors que la voie acétate n'est queekegent influencée (16 %) par le stockage de la

biomasse, la production de butyrate est 54 % fglibaée, ce qui est logique compte tenu de I'absence
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d'impact sur la teneur initiale en tartrate etiavérse, de la plus faible teneur initiale en ssictee
séquencage a mis en évidence deux especes bawéri@vorisées par le stockage longue durée a
4°C : Clostridium intestinalest Bacteroides graminisolveren défaveur des bactéries lactiques et des
bactéries appartenant au ge@estridium(Clostridiumsp et Clostridium pasteurianujnUne raison
pour laquelle les bactéries lactiques sont défages est qu'elles ont des besoins spécifiques
notamment en vitamines, dont la concentration dimiavec le temps de stockage car celles-ci sont
consommées par d’autres bactéries telles Baeteroides graminisolven@Ribéreau-Gayoret al,
2012).

Au cours de cette étude, il a été possible de oafia nouveau la corrélation linéaire entre l&ten
initiale en sucres et la production d’hydrogénedet mettre en évidence une corrélation entre
I'abondance d€lostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricuni@ 24 h de fermentation) et la
quantité d’hydrogene produit. Cependant, il n’a @@spossible de corréler les teneurs en nutriments
en fonction des performances de production d’hyeinega partir de quatre cépages dont globalement
les caractérisations étaient proches. Ainsi, lesstjons suivantes subsistent toujours : (i) leeesp
bactériennes sont-elles liées intrinsequement pageede la biomasse ou bien, se développent-elles
au cours de la fermentation en fonction des suisstétanutriments disponibles dans la biomasse ? (ii
L’orientation métabolique est-elle influencée peas teneurs ? Afin de répondre a ces questions, des
études supplémentaires sont nécessaires telles (Qudester I'influence notamment de l'ajout de
sulfate de fer a différentes concentrations auennjlsur les performances de production d’hydrogéene
et la structure des populations microbiennes tdbler la microflore endogene aprés sa récupération
au niveau du culot de centrifugation et l'inoculdsins un milieu de culture ou les teneurs en

nutriments varieront.
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2.2. Influence du mode de culture sur la production d’hylrogene

Le mode de culture de la vigne fait référence aaxpits phytosanitaires utilisés lors de la cultdee

la vigne. Dans cette partie, les trois modes dduimd suivants sont étudiés: durable, éco-
phytosanitaire et biologique ; leurs performancasrst comparées a celles des bourbes d’Alsace. Les
échantillons de bourbes de cépage Chardonnay preai¢ du Domaine des Poncétys du Lycée
Viticole de Macon-Davayé (Bourgogne). Le mode «athle» est le mode de culture
traditionnellement utilisé et dont les traitemesrtsproduits phytosanitaires sont les plus nombrieeix.
mode « éco-phytosanitaire » correspond & uneattdis moins intensive de produits phytosanitaires.
Enfin, le mode « biologique » ne permet que I'séition de soufre et de sulfate de cuivre. Le détail
des produits phytosanitaires utilisés en fonctiomebde de culture est regroupé dans le tableall 11.
est important de préciser que les produits phyitsees sont utilisés a la fois sur la vigne et lesr
baies des raisins.

Tableau 11 : Produits et traitements phytosanitinélisés en fonction du mode de culture. Les desrentre parenthéses
correspondent au nombre de répétitions du traiterappliqué.

Durable Eco-phytosanitaire Biologique
Spiroxamine (1) Soufre (1) Soufre (7)
Meémes produits que dans le mode
Tebuconazole (1) « durable » mais avec une demi-dose  Sulfate de cuivre (4)
(0,5)
Dithianon + Dimethomorph (1) Tebuconazole (1)
Kresoxim-methyl (1) Kresoxim-methyl (1)

Fosethyl-Aluminium + Folpel + Cymoxanil (1) Metrafenone (1)
Metrafenone (1) Tetraconazole (1)
Cymoxanil + Folpel (1)

Tetraconazole (1)

Meptyldinocap (1)

La caractérisation des matiéres des bourbes Chaaglama pas été réalisée en raison du mode de
conditionnement de cette biomasse. En effet, leetm@nt de congélation, choisi pour des questions
pratiques de stockage et afin de limiter I'évolntate la biomasse dans le temps, affecte la répartit

des matiéres.

2.2.1 Caractérisation de la DCO des bourbes

La figure 72 représente la répartition de la DC@eefa fraction soluble et non soluble ainsi que la
composition de la DCO soluble en sucres, en alc@visacides organiques et en protéines selon les

différents modes de culture.
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Figure 72 : Répartition de la DCO entre la fractisnluble et non soluble des bourbes Chardonnay Deréd), Eco-
phytosanitaire (b) et Biologique (c) ; et compasitbiochimique de la DCO soluble.

Les valeurs de DCO obtenues sur les fractionse®tdés bourbes sont significativement identiques (p
> 0,02 ; t-test) (en moyenne, 224 + 4 g/L). Quet goit le mode de culture, les sucres solubles
représentent 93 % a 98 % de la DCO totale resgawéat pour les bourbes Chardonnay Durable et
Biologique, ce qui est plus élevé que ceux deshmsud’Alsace (80 + 2 %). Le tartrate, le succinate
et les protéines solubles constituent la DCO miawé soluble qui représente entre 3 % et 5 % de la
DCO totale. Seules les bourbes Chardonnay Durgbt®sposent de DCO non soluble (3 %), ce qui
constitue la seule différence entre les bourbeadiftlrents modes de culture.

2.2.2 Caractérisation de la teneur en protéines des besrb

La figure 73 représente les teneurs en protéinesfrdetions solubles et totales des bourbes de
différents modes de culture. Comme noté précédemnes incertitudes élevées obtenues sur la
fraction totale sont notamment dues a la difficdképrélevement de I'échantillon & la pipette.

800

600

M Fraction totale

M Fraction soluble

Teneuren protéines (mg/L)

O -

Durable Eco-phytosanitaire Biologique

Figure 73 : Influence du mode de culture sur leetes en protéines des fractions solubles et tetaées bourbes
Chardonnay Durable, Eco-phytosanitaire et Biologigue

Globalement, la figure montre des répartitions Ergines similaires quel que soit le mode de celtur

On remarque toutefois, que les protéines issuda &taction soluble des bourbes Chardonnay Eco-
phytosanitaire et Biologique représentent en moge2® + 1 % des protéines issues de la fraction
totale alors qu’elles ne représentent que 19 + do% le cépage Chardonnay Durable. La teneur en
azote organique est légerement plus élevée pauodke Durable (90 g/L) que les autres modes (76

3 g/L). On peut estimer potentiellement que lesroaarganismes sont les plus nhombreux dans les
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bourbes Chardonnay Durable (465 + 186 g/L en pretparticulaires) et les moins nombreux pour le

mode de culture Biologique (349 £ 211 g/L en pmdéiparticulaires).

2.2.3 Caractérisation élémentaires des bourbes

La figure 17 représente la répartition élémentaiogenne calculée a partir des différentes bournbes s
la fraction totale (figure 74a) et soluble (figuféb), le mode de culture Biologique ayant été exclu
(figures 74c et 74d) en raison de la répartitidfédénte de la fraction totale des autres mode®l Qu
que soit le mode de culture, les éléments princiias fractions totales et solubles sont : le soufr

(S), le phosphore (P), le calcium (Ca), le magmagiMg) et le potassium (K).

1% /4% 17a 1|% 17b

3%

Ca

82%

H Mg
Fraction totale moyenne Fraction soluble moyenne mp
17c 17d 3
HK

Autres

Fraction totale (Biologique) Fraction soluble (Biologique)

Figure 74 : Répartition élémentaire moyenne destfoas totales (a) et solubles (b) des bourbes Civamely Durable et
Eco-phytosanitaire (moyenne), et celle des bou@iexrdonnay Biologique (c) et (d).

Les éléments majoritaires des fractions totalesoktbles sont identiques quel que soit le mode de
culture : le potassium (K) est le principal élémemtis les éléments soufre (S), phosphore (P),
magnésium (Mg) et calcium (Ca) sont plus minoritgirLa composition élémentaire moyenne de la
fraction totale des bourbes Chardonnay Durablecetfhytosanitaire (moyenne) se distingue de celle
des bourbes Chardonnay Biologique par le faitlqumtassium représente 82 + 3 % dans le premier
cas alors qu'il ne représente seulement que 66r% ldadeuxieme cas. Les éléments plus minoritaires
représentent entre 3 % (magnésium) et 6 % (phosplpaur la moyenne de la fraction totale des
bourbes Chardonnay Durable et Eco-phytosanitairdredd % (magnésium et calcium) et 10 %
(phosphore) pour les bourbes Chardonnay Biologifaeépartition élémentaire de la fraction totale
de ces derniéres est d’ailleurs tres proche deastidn soluble (70 % pour le potassium et ent¥% 6
pour le soufre et 9 % pour le phosphore), ainsi deecelle des fractions solubles des bourbes
Chardonnay Durable et Eco-phytosanitaire (73 % popotassium et entre 4 % pour le soufre et 8 %
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pour le phosphore et calcium).

La figure 75 représente les concentrations en ipdoix macro- et micro-nutriments des fractions

totales et solubles de chacune des bourbes Charglonn
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Figure 75 : Teneur des macro- et micro-nutrimerds dourbes dans les fractions totales (FT) et defufSol) des bourbes
Chardonnay Durable (BChDur), Eco-phytosanitaire (BChEPBiologique (BChBio).

Alors que les teneurs en macro- et micro- élémdiffisrent selon les fractions totales des bourlees d

différents cépages, celles des fractions solubteg similaires quel que soit le cépage et sont
composées en moyenne de : 92 + 8 mg/kg de P, 58¢/kg de S, 795 + 49 mg/kg de K, 67 + 3

mg/kg de Mg, de 93 + 10 mg/kg de Ca et d’'une teneg faible en Fe (0,09 £ 0,04 mg/kg). Les

teneurs en nutriments dans les fractions solulblesisférieures a celles des fractions totales pous

les éléments sauf le magnésium qui a des tenennifaises et le calcium qui est a des teneurs
légérement supérieures. On note par ailleurs laepe d’'une spécificité au niveau des bourbes
Chardonnay Eco-phytosanitaires pour lesquellesraur en chrome (Cr) n’est pas nulle (32 + 8 ppb)
alors qu’elle I'est pour les autres cépages. L&uihciation des modes de culture se fait par les
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teneurs en nutriments des fractions totales. Lesbes Chardonnay Durable sont les plus riches en P
et en Fe (respectivement, 138 + 2 mg/kg et 12,0,2t ig/kg). Les bourbes Chardonnay Eco-
phytosanitaire sont les plus riches en K (205 #®)j Enfin, les bourbes Chardonnay Biologique sont
les plus riches en S (105 + 3 mg/kg) corrélablepillement & un traitement avec une teneur élevée

en soufre mais les plus pauvres en K et Fe (respant, 75 =+ 1 mg/kg et 7,7 + 0,1 mg/kg).

2.2.4 Influence du mode de culture sur les performaneggrdduction d’hydrogéne

Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempstéa ndesuré individuellement pour chaque

biomasse de modes de culture différents et issua digion Bourgogne et du cépage Chardonnay :
Durable, Eco-phytosanitaire et Biologique. Les agses ont été stockées a -20°C avant fermentation.
Les courbes obtenues a partir de ces biomassemntgattoutes une allure typique d’'une croissance

microbienne et de production de métabolites en maoaecontinu (figure 76) en trois phases.
5,0

4,0 -
Durable ey
3,0 A

2,0

1,0 1

Volume d'hydrogéne produit (L/L)

0,0 - _/ T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (h)

Figure 76 : Volume d’hydrogene produit au courstelmps a partir des bourbes Chardonnay issues dérelifts modes de
culture.

La figure 76 montre une phase de latence de 10uis, ges profils de production d’hydrogéne
identiques jusqu’a 30 h de fermentation, quel cpiele mode de culture utilisé, et ensuite, au-dela
une faible divergence en fonction du mode de celtutilisé. En effet, le mode de culture durable,
permet d’obtenir une vitesse de production d’hyédragplus élevée que les modes Eco-phytosanitaire
ou Biologique, en deuxieme partie de fermentatidar ailleurs, on remarque que, méme si les
bourbes de Chardonnay Eco-phytosanitaire ont uoéuptivité en hydrogéne plus faible a partir de
30 h que les bourbes Chardonnay Durable, le voldtngdrogene final produit est identique (3,7
L/L), ce qui n'est pas le cas des bourbes ChardoBimalogique dont le volume d’hydrogéne final
produit est légerement plus faible (3,4 L/L). Mésiedes différences mineures existent entre les
différents modes de culture, il serait nécessarelapliquer les fermentations afin d’infirmer ou de
confirmer la tendance observée selon laquelle pdusquantité et la fréquence des produits

phytosanitaires sont élevées et meilleure estddyativité en cours de fermentation.
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Les productivités et les productions d’hydrogendéeonbes a partir des biomasses ainsi que les

rendements en hydrogéne sont représentés dagsila 7.
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Figure 77 : Performances de production d’hydrogéebéenues a partir des bourbes Chardonnay issuesfideats modes
de culture (Durable, Eco-phytosanitaire et Biolagg) : productivité (a), production (b) et rendem@jten hydrogéne, et
concentration en substrat (c).

Les résultats de la figure 77a, 77b, 77c et 77djueht clairement que le mode de culture pour un
méme cépage n'influence pas significativement (p,05 ; t-test) les performances de production
d’hydrogéne. Ainsi, la productivité moyenne en logine calculée est de 3,5 £ 0,4 mmol/L/h, le
volume moyen d’hydrogéne produit est de 3,6 + (|2t le rendement moyen en hydrogéne est de
1,8 £ 0,2 mol/mol.

2.2.5 Influence du mode de culture sur le métabolisme

La distribution des métabolites produits en finfelenentation de chaque biomasse est représentée sur
la figure 78. Les bilans de matieres DCO calcutég somplets et représentés sur I'annexe 5.
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Figure 78 : Métabolites et gaz produits a partirsdeourbes Chardonnay issues de différents modesluee

Cette figure montre que le butyrate et I'acétatet $&s deux métabolites majoritaires produits, quel
gue soit le mode de culture (entre 34,3 et 42,4 Inoeobutyrate produit et 18,1 & 23,0 mmol

d’acétate). On remarque par ailleurs, que moirtgisation de produits phytosanitaires a été intems

et plus la diversification des métabolites secamrdaiest prononcée: 2,3 mmol de métabolites
secondaires sommés pour le mode Durable contre afn6l et 13,1 mmol pour les modes Eco-

phytosanitaire et Biologique. Plus la quantité daaholites secondaires produits est élevée etiplus

rapport H/CO, est faible (respectivement, 0,96 ; 0,91 ; 0,89rgdes bourbes Chardonnay Durable,

Eco-phytosanitaire et Biologique). Les métabolgesondaires produits sont principalement I'éthanol
(7,0 mmol) et le succinate (2,5 mmol) pour le m&ielogique alors que ce sont l'isovalérate (5,1

mmol) et I'éthanol (3,3 mmol) pour le mode Eco-psgnitaire. On note également la consommation
totale de la quantité initiale de tartrate comprésgre 2,1 mmol et 4,3 mmol pour les bourbes

Chardonnay Eco-phytosanitaire et Biologique.

2.2.6 Structure des communautés microbiennes par séqgenca

La classification taxonomique au niveau de la feemibtenue pour les différentes biomasses est
représentée sur la figure 79.
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Figure 79 : Classification taxonomique obtenue pagueengage d'échantillons prélevés a 24 h de feratienten fonction
des modes de culturero = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Gam = Gamaproteobacteria ; Bac = Bacilli ; Clo =
Clostridia ; Enb = Enterobacteriales ; Spo = Sporofabacillales ; Lac = Lactobacillales ; Clol = Clogtiales.

La classification taxonomique au niveau des familermet de montrer I'influence du mode de
culture sur la microflore endogene des bourbess pltilisation de produits sanitaires est inteasét
plus la familleClostridiaceaeest favorisée (90,3 % contre 76,8 % respectiverpent les modes
Durable et Biologique). Inversement, plus le modecdlture est limité par le nombre d’intrants, leur
nature et leur quantité, plus les familles minaés sont favorisées. Pour le mode de culture dierrab
les familles minoritaires soi@porolactobacillaceaet Enterococcaceaavec des abondances relatives
respectives de 2,6 % et 5,3 %. Pour le mode derreuEco-phytosanitaire, la famille minoritaire
représentative des bourbes lors de la fermentati@oure est principalemeBknterococcaceaél?2,1
%). Enfin, lors de la fermentation des bourbesdsdle la viticulture biologique, la famille minaiiite

principale esEnterobacteriacea€l9,4%)

L'affiliation des séquences a I'espéce ou au genierobien le plus proche est présentée dans le

tableau 12.

Tableau 12 : Affiliation des séquences majoritail&sDN codant pour I’ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés a 24 h de fermentation las @sts en fonction du mode de culture.

Similarité Durable Eco-phytosanitaire Biologique

Clostridium intestinale 99,7% 43,7% 38,2% 28,6%
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 38,0% 45,5% 45,9%
Clostridium sp. 98,7% 4,3% 1,6% 1,0%
Clostridium pasteurianum 100,0% 4,4% 1,0% 1,3%
Enterococcus villorum 98,7% 5,3% 12,1% 2,2%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 2,6% 0,2% 0,2%
Klebsiella/Enterobacter/Proteus 99,7% 0,9% 0,9% 19,4%

Les espéces co-dominantes sdblostridium intestinaleet Clostridium spp. (roseum, diolis,
beijerinckii, butyricum)quel que soit le mode de culture. L’abondancetivelade Clostridium
intestinaleaugmente avec l'intensification de I'utilisatior groduits phytosanitaires et passe de 28,6

% a 43,7 % pour les modes de cultures Biologiguaueable. Ceci montre une certaine résistance de
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cette bactérie aux produits phytosanitaires. Eamelre Clostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii,
butyricum)n’est pas affecté par le mode de culture (aboretarelatives comprises entre 45,9 % et

38,0 % pour les modes Biologique et Durable).

Le mode de culture peut étre la source non seulediene variation de la composition en bactéries
dominantes, mais également celle des bactériesritaiines ou sous-dominantes. Moins I'utilisation
de produits phytosanitaires est intensive et plusassiste a une diversification de la microflore
bactérienne sous-dominante, notamment au niveaagpexe&nterococcus villorunet de la famille
desEnterobacteriaceaeAlors que I'espéc&nterococcus villorunest caractéristique du mode Eco-
phytosanitaire (abondance relative de 12,1 %) daiaille desEnterobacteriaceaest typique du

mode Biologique (abondance relative de 19,4 %).

2.2.7 Discussion sur I'impact du mode de culture

Dans cette étude, les paragraphes 2.2.3. et W2 santré que le mode de culture utilisé n'impdctai
pas les performances de production d’hydrogéne avemmoyenne une productivité de 3,5 + 0,4
mmol/L/h, un volume d’hydrogéne produit de 3,6 2 DJL saceur€t UN rendement en hydrogene de 1,8
+ 0,2 mol/mol ; ceci est cohérent avec l'uniformidés productions majoritaires de butyrate et
d’acétate (respectivement, 40 + 5 mmol et 21 + 3othmbtenuesClostridiumspp. (roseum, diolis,
beijerinckii, butyricum)a été identifié comme bactérie majoritaire dangdsts ‘Eco-phytosanitaire’
et ‘Biologique’ (45,5 % et 45,9 % d’abondances treés) et co-majoritaire (38,0 %) avec I'espéce
Clostridium intestinale(43,7 %) dans le test ‘Durable’. Cette homogénéité fois encore de
I'abondance relative de la bactérie responsabla geoduction d’hydrogéne explique les quantités de
butyrate produit ainsi que les performances deymtich d’hydrogene similaires obtenues. De plus,
les faibles différences observées au niveau deshwolites minoritairement produits, expliquées par
des abondances relatives d’especes ou genresibastdifférents ont uniguement un impact sur le
rapport molaire HCO, obtenus. En effet, plus le mode de culture egngif et moins le réseau
métabolique secondaire est développé, de mémeptpuseles abondances relatives des especes autres
que celles appartenant au gerCstridium sont faibles. Les bactéries lactiquEsterococcus
villorum et Sporolactobacillus laevolacticuseprésentent les especes minoritaires du modebldura
(respectivement 5,3 % et 2,6 %) et sont associéeseatrés faible production de métabolites
secondaires (2,3 mmol) et a un rappoelGd, le plus élevé (0,96)Enterococcus villorumest
également présente dans les bourbes de mode émsahyaire (12,1 %) et est associée a une
quantité de métabolites secondaires produits d@ dimol et a un rapport O, intermédiaire
(0,91). Enterobacteriaceaest représentée comme étant caractéristique de tiiotbgique (19,4 %)

et est associée a une quantité de meétabolitesdaioes produits de 13,1 mmol et & un rappeft€CB,

le plus faible (0,89). La figure 80 représentedescentrations en métabolites et les volumes dgakio

produits au cours de la fermentation.
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Figure 80 : Métabolites et biogaz produits en codesfermentation des bourbes Chardonnay pour chatpde de culture.

Cette figure montre une production de lactate & 84 fermentation, quel que soit le mode de culture
qui est représentatif du métabolisme des bactéoeso-fermentaires identifiées par le séquencage.
Toutefois, les quantités produites ne sont paflaies avec la somme des abondances relatives des
bactéries lactiques, ce qui s’explique par le dai¢ soit d'autres bactéries telles que@ésstridium

sont capables de produire du lactate, soit unéepdutlactate produit est converti par d’autresesp.

Pour cette derniére hypothése, Bhat & Barker (19)en effet mis en évidence que certaines
Clostridium telles queClostridium butyricumont la capacité de convertir le lactate en présenc

d’acétate pour produire du butyrate, on parl€tstridiumlacto-acetophylum

Méme si la structure des communautés bactérieniess pas identique, le métabolisme global des
bactéries productrices d’hydrogéne n’est pas indpaoh peut ainsi dire que le mode de culture n'a

pas ou tres peu d'influence sur les performancesatduction d’hydrogéne, a I'échelle du laboratoire

2.2.8 Comparaison des performances entre bourbes de Bgusget bourbes d’Alsace

Pour des teneurs initiales en sucres similairesirées dans les bourbes de Bourgogne (16 £ 1 g éq.
DCOIL) et celles d’Alsace (14 £ 2 g €g. DCOIL), ledumes d’hydrogene moyens et les rendements
moyens obtenus par les bourbes des différentdreesont similaires (respectivement, 3,6 + 0,2 tt/Le
1,8 £ 0,2 mol/mol pour le terroir Bourgogne cort6é + 0,8 L/L et 2,1 + 0,3 mol/mol pour le terroir
d’Alsace) alors que la productivité d’hydrogéne moye obtenue par les bourbes de Bourgogne est
dans la fourchette basse de celle obtenue pardeshés d'Alsace (3,5 = 0,4 contre 4,6 + 1,9
mmol/L/h), de méme que le rendement en hydrogétenalest légérement plus faible dans le terroir
Bourgogne comparé a celui de I'Alsace. Deux hypsgképeuvent étre émises: ces différences
observées sont dues a une différence de compositionacro- et micro- nutriments présents dans les
bourbes ; ou bien elles sont dues a une compositi@nobienne différente utilisant des réseaux

métaboliques distincts.
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L'analyse du réseau métaboligue a mis en évidehtiishtion principale des voies acétate et
butyrate, que ce soit pour les bourbes de BourgograiAlsace, a la différence pres, que les bourbes
de Bourgogne produisent majoritairement du butyrabatrairement aux bourbes d'Alsace (a
I'exception des bourbes Muscat) : les rapportsratgyacétate sont compris entre 1,64 et 2,40 gsur |
bourbes de Bourgogne alors que ceux des bourbesad@ sont compris entre 0,90 et 1,11 (a
I'exception du Muscat dont le rapport est de 1,&%.maniere intéressante, on remarque que c’est
lorsqu’il y a trés peu de tartrate (en moyennelsurépage Chardonnay 3 + 1 mmol) que la voie
métabolique butyrate est majoritaire (rapport tatgfacétate compris entre 1,64 et 2,40). Tabachnick
& Vaughn (1948) ont montré que le tartrate pougdie consommeé, en milieu anaérobie, par des
bactéries appartenant au ge@mstridium telles queClostridium butyricum en le convertissant
préférentiellement en acétate (rapport butyratédéeéle 0,1) ; de leur coté, Radédral. (1972) ont
montré que le tartrate peut étre dégradé par detériEs lactiques en le convertissant en acétate et
lactate ou en acétate et succinate. Dans tous$gdectartrate est converti majoritairement enadeé

qui s'ajoute a la quantité d'acétate produit a ipatti sucre, d’ou des rapports butyrate/acétate

inférieurs a 1 lorsque le tartrate est présentirinent.

Comme pour les bourbes d’Alsace, le séquencagerdifi@ Clostridium intestinalest Clostridium
spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricungpmme étant les bactéries co-dominantes des bodebe
Bourgogne. Ces deux especes produisent de l'acétatier butyrate, mais seut@ostridium spp
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgst responsable de la production d’hydrogéne. gdkiyese
selon laquelle les différences de productivité dimgene observées entre le terroir Alsace et

Bourgogne seraient dues a une composition micrabieifférente est donc invalidée.

En ce qui concerne les compositions en macro- @omnutriments, seules les moyennes obtenues sur
le phosphore, le potassium, le zinc et le chronm glus élevées pour le terroir Alsace que pouricel
Bourgogne a I'exception du cuivre pour lequel laysre calculée est plus faible pour le terroir
Alsace que pour celui de Bourgogne. Aucune difféeesignificative n’est obtenue entre les teneurs
initiales en fer ou en potassium des terroirs Adsat Bourgogne. Pourtant, des tendances entre les
teneurs initiales en fer des bourbes et la prodté&ten hydrogéne d'une part et entre les teneurs
initiales en potassium des bourbes et la vitesgeratduction d’hydrogéne sont observées (figure 81a
et 81c). Ainsi, plus les teneurs initiales en ferere potassium de la fraction totale sont élevédes e
meilleures sont les productivités. Or, la produt#ien hydrogéne étant également corrélée a laitene
initiale en substrat (corrélation établie au chapi¥/), il convient de supprimer les bourbes Rigglet
Muscat pour lesquelles les teneurs sont plus fiflespectivement 11,7 et 12,3 g €ég. DCO/L) que
celles obtenues pour les autres cépages (en moyénnel g éq. DCO/L). Ainsi, la figure 81b tient

compte de ce changement.
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Figure 81 : Corrélation entre la productivité en ligdene et la teneur initiale en fer et en potasspour tous les cépages
(a et c) et les cépages Muscat et Riesling exbles @).

Le test de Pearson a permis d’établir des coroglatpositives linéaires (r = 0,989 pour le fer et r

0,970 pour le potassium sur cing observations)ifsigtive au seuil de 1 %. La corrélation entre la
teneur en fer et la productivité n’est pas surpnen@uisque le fer est constitutif des hydrogénases
des ferredoxines, donc plus la teneur en fer mesdaés les bourbes est élevée et plus il y a ddefer

disponible notamment pour les hydrogénases ceegdid maximiser leur activité enzymatique.

Les teneurs initiales en fer et en potassium deatdion totale peuvent donc expliquer les diffé@emn

observées entre le terroir Alsace et BourgogneteFois, des tests complémentaires en faisant varier

les teneurs initiales en fer et en potassium pamgke en supplémentant les biomasses de ces

nutriments permettront de confirmer cette corrétati
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2.3. Influence de la variabilité annuelle sur la producton d’hydrogéne

Afin de veérifier que la potentialité des biomasséscoles de type bourbes pour la production

d’hydrogéne de maniére pérenne dans le tempsésedtats obtenus sur la composition des bourbes
d’'un méme cépage (Pinot Gris) issues des vend&2@E3 et 2014 ont été comparés, ainsi que les
performances de production d’hydrogéene et les aralynétaboliques et microbiennes sur ce méme

cépage.

2.3.1 Caractérisation des matiéres des bourbes

La figure 82 représente la distribution des masieséches (MS), matieres volatiles (MV), matiéres

minérales (Mi) et des matiéres en suspension (MES).
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Figure 82 : Caractérisation des matieres séchestites, minérales et en suspension des bourbes Bine (BPG) issues
des vendanges 2013 et 2014.

La valeur de matiéres séches des bourbes 201@edicativement plus faible (p < 0,05 ; t-test)equ
celle de 2013 (respectivement 218 + 1 g/kg con6g 2 1 g/kg). La répartition des matiéres en
suspension, volatiles et minérales est signifieatient différente (p < 0,02 ; t-test) entre 20130kt4.

En effet, la MS est constituée de 659 + 7 g de MWk MS et de 479 + 6 g de MES/kg de MS en
2013 alors qu’elle est constituée de 736 + 5 g d&kigl de MS et de 328 + 8g de MES/kg de MS en
2014.

2.3.2 Caractérisation de la DCO des bourbes

La figure 83 représente la répartition de la DC@eefa fraction soluble et non soluble ainsi que la

composition de la DCO soluble en sucres, en alcealsicides organiques et en protéines.
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Figure 83 : Répartition de la DCO entre la fractisnluble et non soluble des bourbes Pinot Gris ssles vendanges 2013
(a) et 2014 (b) ; et composition biochimique d®@0 soluble.

La DCO totale des bourbes 2013 et 2014 est simi{gir> 0,02 ; t-test) avec en moyenne 253 + 3 g/L,
ce qui n'est pas tout a fait le cas de la DCO del(®38 + 1 g/L pour le lot 2013 contre 216 + 1P g/
pour le lot 2014). En effet, la DCO soluble desrbes 2013 et 2014 est composée principalement des
sucres (79 % contre 74 %), puis du tartrate (120%re 9 %), des protéines a un méme pourcentage
(2 %) et de I'éthanol uniqguement pour le lot 2024%). En revanche, la DCO non soluble est deux
fois plus élevée pour les vendanges 2014 que ZB13(contre 6 %).

2.3.3 Caractérisation de la teneur en protéines des besrb

La figure 84 représente les teneurs en protéinesfrdetions solubles et totales des bourbes de
différents cépages.
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Figure 84 : Influence de I'année de vendange suefeur en protéines des fractions solubles eteetdes bourbes Pinot
Gris (BPG).

Les protéines issues de la fraction soluble desblesureprésentent 573 + 7 % contre 35 £ 1 % des
protéines totales pour respectivement 2013 et 204 4eneur en azote organique est plus élevée pour
les bourbes issues des vendanges 2014 (122 g/Lxealles issues de 2013 (86 g/L). On estime

potentiellement que les micro-organismes sont les pombreux dans les bourbes 2014 que dans
celles de 2013 (494 + 220 g/L contre 305 + 287 .g/L)
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2.3.4 Caractérisation de la composition élémentaire desrbes

La figure 85 représente la répartition élémentdas bourbes Pinot Gris 2013 et 2014 sur la fraction
totale (figure 85a et 85c) et soluble (figure 8%88d). Quelle que soit 'année de vendange, les
éléments principaux des fractions totales et setubbnt : le soufre (S), le phosphore (P), le ealci

(Ca), le magnésium (Mg) et le potassium (K).

o 1% 99 85
1%-, /2_/f% a 85b

Ca
Fraction totale 2013 Fraction soluble 2013 Mg
. 1% 3% 85c gsd | "
2/ 2K S
mK
Autres

Fraction totale 2014 Fraction soluble 2014

Figure 85 : Répartition élémentaire de la fractitmale (a et c) et soluble (b et d) des bourbe®P@ris 2013 (a et b) et
2014 (c et d).

Les bourbes issues des vendanges 2013 et 2014e@mépartition élémentaire des fractions totale et
soluble identiques. Les fractions totales sont am#ps majoritairement (94 % et 93 %) de potassium
et minoritairement de phosphore, soufre, calciummetgnésium. Les fractions solubles sont

composées également majoritairement de potassiusnpha faiblement que dans les fractions totales
(67 % et 66 %), et minoritairement de phosphoreg4de calcium (7 %), de magnésium (6 %) et de
soufre (5 % pour 2013 et 7 % pour 2014).

La figure 86 représente les concentrations en ipan& macro- et micro-nutriments des fractions

totales et solubles de chacune des bourbes Pimot Gr
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Figure 86 : Teneurs des macro- et micro-nutrimgmésents dans les fractions totales (FT) et sokitf®l) des bourbes
Pinot Gris (BPG) issues des vendanges 2013 et 2014.

Alors que les teneurs en macro- et micro- éléméiffisrent selon les fractions totales des bourlees d
différents cépages, il est & noter que cellesm@desidns solubles sont similaires quelle que aitriée

de vendange et sont composées en moyenne de : 3488gtkg de P, 81 + 13 mg/kg de S, 910 + 4
mg/kg de K, 86,0 £ 0,4 mg/kg de Mg, de 93 + 1 mglkgCa, de 0,10 + 0,02 mg/kg de Fe. Les teneurs
en nutriments dans les fractions solubles sontiedées a celles des fractions totales pour tosis le
éléments sauf le magnésium qui a des teneurs sisild.es bourbes 2013 sont les plus riches en K
(13,9 £ 0,2 g/kg), en Ca (221 + 5 mg/kg), en Fe42090,5 mg/kg), en Cu (3,07 £ 0,04 mg/kg). En
revanche, les bourbes 2014 sont les plus rich&(840 + 5 mg/kg) et Mn (1,05 + 0,001 mg/kQ).

Les teneurs initiales en fer étant plus élevéesdes vendanges 2013 que 2014, on s’attend a obteni
une productivité en hydrogene plus élevée lorsadfeimentation des bourbes Pinot Gris 2013 que
celle des bourbes Pinot Gris 2014.
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2.3.5 Influence de la variabilité annuelle sur les perfances de production d’hydrogéne

Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempstéa rdesuré individuellement pour chaque
biomasse issue des vendanges 2013 et 2014. Urie gast biomasses a été stockée a 4°C avant
fermentation dont la durée est notée entre parseshalors qu'une autre partie a été congelée. Les

courbes obtenues a partir de ces biomasses pnés¢éotes une allure typique d'une croissance

microbienne et de production de métabolites en modecontinu (figure 86).
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Figure 86 : Volume cumulé d’hydrogene produit aurscdu temps & partir des bourbes Pinot Gris issiessvendanges
2013 et 2014 stockées a 4°C ou a -20°C.

Les temps de latence sont compris entre 9 h etlafsue les biomasses sont réfrigérées alorssgqu’il
sont variables (entre 7 h et 11 h) lorsque lesliEgisont congelées. Lorsque les bourbes Pinot Gris
sont stockées a 4°C (figure 30), le volume findlydrogene produit est similaire quelle que soit
'année (en moyenne 3,0 + 0,2 L/L), méme si la paidité differe selon 'année des vendanges
(2013 > 2014). En revanche, lorsque les bourbest Rinis sont stockées a -20°C, le volume final
d’hydrogéne produit varie entre 3,3 L/L pour 20144 L/L pour 2013.

La figure 87 représente les performances de primtudthydrogene des bourbes Pinot Gris stockées a
4°C (a gauche du trait jaune) et a -20°C (a drogs)es des vendanges 2013 et 2014.
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Figure 87 : Performances de production d’hydrogebéenues a partir des biomasses Pinot Gris isseesrdndanges 2013

et 2014 : productivité (a), production (b) et rentent (d) en hydrogéne, et concentration en subg&tyat
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Les résultats de la figure 87a indiquent que lasritms Pinot Gris 2013 ont obtenu les meilleures
productivités en hydrogene et de fagon signifieafy < 0,05 ; t-test), qu’elles aient été congetites
non : respectivement 10,04 et 6,53 mmol/L/h. Conuela a été observé dans les paragraphes
précédents (V.2.1 et V.2.2), la vitesse de produocti’hydrogéne obtenue a partir des bourbes
congelées est inférieure a celle obtenue a patibdurbes réfrigérées pour le lot 2013 alors ‘quee |
observe une productivité quasi identique pour te2l@14. Ceci s’explique non seulement par des
teneurs initiales en sucres (figure 87c) et erfffaction totale des bourbes brutes) plus faiblkebes

lors des vendanges 2014 par rapport a celles 2013.

Les résultats de la figure 87b indiquent des vokime production d’hydrogéne comparables (p >
0,05 ; t-test) entre les bourbes réfrigérées 2PQB4 et les bourbes congelées 2014 (en moyenne 3,1
0,1 L/L), alors que les bourbes 2013 congeléebtenu la meilleure production en hydrogéne (4,4
L/L). Comme remarqué précédemment, la congélaties biomasses impacte uniqguement et de

maniere significative (p < 0,05 ; t-test) la protioic en hydrogéne pour I'année 2013.

Les résultats de la figure 87c montrent que la eotration initiale en substrat est supérieure pour
'année 2013 comparativement a celle de 2014. #@n@he, ces concentrations initiales en substrat ne
permettent pas d’expliquer les volumes de prodoctabtenus comme dans les paragraphes

précédents.

Les résultats de la figure 87d indiquent une vdiiétannuelle non significative (p > 0,05 ; t-festr

les rendements en hydrogene obtenus par les biemasagelées (en moyenne 2,11 + 0,14 mol/maol).
Le rendement en hydrogéne obtenu par la biomagsgérée 2013 differe de celui obtenu de 2014.

Le plus faible rendement en hydrogene obtenu par Beurbes réfrigérées 2013 indique

potentiellement la présence de bactéries concesenix bactéries productrices d’hydrogene pour le

substrat.

2.3.6 Influence de la variabilité annuelle sur le métabole

La distribution des métabolites produits en finfelenentation de chaque biomasse est représentée sur

la figure 88. Les bilans de matieres DCO calcuiéd somplets et représentés sur I'annexe 6.
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Figure 88 : Quantités de métabolites et de gaz pitsch partir des bourbes Pinot Gris stockées a éf€20°C pour les
vendanges 2013 et 2014.

L'acétate et le butyrate sont les deux métabofitaeforitairement produits quelle que soit 'année de
vendange.

Entre 2013 et 2014, seuls les métabolites secasdgiroduits divergent. En 2013, les bourbes
réfrigérées produisent une quantité de métabaiesndaires trés élevées comparées a 2014. Cela se
traduit par des quantités non négligeables de saieci{14,1 mmol), valérate (7,7 mmol), éthanol (7,0
mmol) et lactate (5,3 mmol), alors que ces méttmlproduits par la biomasse 2014 sont trés
minoritaires (< 2,0 mmol et majoritairement du feate). Pour ce qui est des biomasses congelées,
I'éthanol (6,2 mmol) est le métabolite majoritairm produit du réseau secondaire de 2013 alors que
cet alcool (3,8 mmol) est accompagné du valéra ri8nol) en 2014. Enfin, on remarque que la
teneur initiale en tartrate est plus faible en 2§d4n 2013 (respectivement, 19,4 mmol/L contre& 30,
mmol/L).

2.3.7 Structure des communautés microbiennes par séqgenca

Le séquencage lllumina a été réalisé sur les étlbant2013 et 2014, congelés ou non, a des temps
de fermentation correspondant aux maxima ou prodeesmaxima de production d’hydrogene. La
classification taxonomique au niveau de la famiflalisée a partir des échantillons prélevés enscour

de fermentation des bourbes issues des vendan@j@ef014 est représentée sur la figure 89.
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Figure 89 : Classification taxonomique au niveadalé&amille réalisée a partir des échantillons pnéés en cours de
fermentation des bourbes Pinot Gris issues desareyes 2013et 201%ro0 = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Gam =
Gammaproteobacteria ; Bac = Bacilli ; Clo = Clostial; Enb = Enterobacteriales ; Spo = Sporolactodkdes ; Lac =

Lactobacillales ; Clol = Clostridiales.

La classification taxonomique au niveau de la feEnpermet, d’'une part, de montrer que la famille de
Clostridiaceaeest majoritaire quelle que soit 'année de vendamjautre part, cette classification
montre une plus grande variabilité au niveau desilliess microbiennes minoritaires.
Sporolactobacillaceae(13,2 %) et Enterococcaceae(15,8 %) sont les familles minoritaires
caractéristiques des bourbes 2013 stockées a 4%st €galement pour cette biomasse que
I'abondance relative deSlostridiaceaeest la plus faible (64,4 %) alors que pour les besr2014
stockées a 4°C, elle est la plus élevée (89,5 )i Apour cette derniere, les familles minoritaire
représentent pas plus de 3,8 % dabondance relattvdin, la répartition des populations
microbiennes des biomasses congelées 2013 et Zdlduasiment identique : 11,0 % et 9,7 %
d’abondances relatives pour la famille minoritaiieterococcaceaeet, 83,6 % et 85,9 % pour la

famille dominante Clostridiaceag.

L’affiliation des séquences représentative descgraux OTUs a I'espéce ou au genre microbien le

plus proche est présentée dans le tableau 13.

Tableau 13 : Affiliation des séquences majoritail&sDN codant pour ’ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés en cours de fermentatiorbdesbes issues des vendanges 2013 et 2014.

2013 2014
imilarité 201 201
Similarité (7 jours) (12 jours) 013 014

Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii,

butyricum) 99,5% 33,7% 34,4% 44,8% 35,9%
Clostridium intestinale 99,6% 1,5% 45,5% 16,8% 25,2%
Clostridium sp. 98,7% 19,9% 3,8% 15,6% 23,0%
Clostridium pasteurianum 100,0% 9,2% <0,1% 4,8% <0,1%
Clostridium perfringens 100,0% - 4,6% <0,1% 0,2%
Enterococcus villorum 98,7% 15,8% 3,8% 11,0% 9,7%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 13,2% 0,8% 0,1% 0,1%
Klebsiella/Enterobacter/Proteus 99,6% 5,6% 0,1% 1,6% 1,2%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% <0,1% 1,3% 1,5% 1,7%
Anaerosporobacter mobilis 99,5% - 2,8% - <0,1%
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Le séquencage révele que les bourbes des deuxsawomnéeune espece dominante commune :
Clostridiumspp (beijerinckii, butyricum, diolis, roseumayec les abondances relatives respectives de
33,7 % pour 2013 (7 jours), 34,4 % pour 2014 (1&gp 44,8 % pour 2013 et 35,9 % pour 2014.
Seules les bourbes 2014 (12 jours) sont co-domiages I'espec€lostridium intestinalg45,5 %).

Les espéces sous-dominantes appartenant a lagd&@tultridiaceaesont identifiées differemment en
fonction des années: pour les bourbes réfrigér&sstridium sp (19,9 %) et Clostridium
pasteurianum(9,2 %) pour 2013 (7 jours) ; et pour les bourbesgeléesClostridium intestinale
(16,8 % et 25,2 %) eTlostridiumsp (15,6 % et 23,0 %) pour 2013 et 2014. En ce quceore les
familles minoritaires Streptococcaceae Enterococcaceaeet Sporolactobacillaceae,elles sont
représentées par les espec&treptococcuspp (lutetiensis, infantarius, equinus), Enterococcus

villorum et Sporolactobacillus laevolacticus.

2.3.8 Discussion

Notre étude a montré que la concentration initelesucres pouvait étre différente d’'une année a
l'autre (la concentration initiale en sucres de 2@1ait 23 % plus élevée qu’en 2014). L’étude des
performances de production d’hydrogéne a montrélayseoductivité et la production en hydrogéne
sont corrélables a la teneur en hexose initial dohlieu a des rendements équivalents, a I'exaeptio
de I'échantillon de bourbes 2013 réfrigérées peguél, malgré une productivité en hydrogéne la plus

élevée, le rendement est 25 % plus faible que deliautres échantillons.

La comparaison des bourbes réfrigérées montre inmktisde de I'abondance relative des bactéries
productrices d’hydrogeneClostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgntre 2013 et
2014, respectivement, 33,7 % et 34,4 %, et ce, mhattps concentrations initiales en sucres
légérement plus faibles pour 2014 (12,9 + 0,4 @%0O/L contre 16,4 + 0,3 g éq. DCO/L pour 2013).
La diversité des métabolites produits observéeiguplles rendements en hydrogéne obtenus : plus la
quantité de métabolites secondaires est importnitus le rendement en hydrogéne est faible. Cette
diversité est a relier aux espéces microbiennesartgmnt a d'autres genres bactériens que celui
Clostridium. Ainsi, les abondances relatives des espé&ggsrococcus villorum, Sporolactobacillus
laevolacticuset Enterobacteriaceasont de 15,8 % ; 13,2 % ; 5,6 % en 2013, assoeiée® quantité
totale de métabolites secondaires élevées (37,8)mahars qu’elles sont de 3,8 % ; 0,8 % ; 0,8 % en

2014 et sont associées a une quantité faible debolées secondaires (6,8 mmol).

La comparaison des bourbes congelées montre umelafce relative de la bactérie responsable de la
production d’hydrogéneClostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumplus élevée en

2013 qu’en 2014 (44,8 % contre 35,9 %), ce quiigupl les meilleures performances (notamment de
rendement) de production obtenues en 2013. Le rapptyrate/acétate obtenu en 2014 montre un
léger excés de butyrate (1,13) alors que c’estdiige en 2013 (0,94). La similitude des métabolites

secondaires produits en 2013 et 2014 se retroutravars les especes bactériennes minoritaires
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Enterococcus villorum, Sporolactobacillus laevoleas et Enterobacteriaceae

La variabilité annuelle se joue majoritairement :slas teneurs initiales en sucres et en fer ceaqui
pour conséquence d’'impacter la productivité en bgeéne ; les bactéries minoritaires produisant les
métabolites secondaires ce qui a pour conséqueinggadter le rendement en hydrogéne. Toutefois,
'année de vendange n'a pas d'influence sur legébias productrices d’hydrogéne via la voie
butyrate, et donc n'a pas ou peu dinfluence ssruelumes d’hydrogéne produit. Ces résultats
montrent que d’'une année sur l'autre, une prodaaiihydrogene minimale de 3 Léscieur SOit 42

L/L bourbes €St assurée avec des variations notables supthugtivité fonction des teneurs initiales en

sucres et en fer, déterminantes dans la dynamiguga@hctionnement en continu.
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3. Influence des caractéristiques endogénes liées albiomasses ‘marcs’ sur la
production d’hydrogéne

Avec la méme approche que celle utilisée pour tesles, les performances sur la biomasse ‘marcs’
ont été testées en fonction du terroir (Alsace,rBogne), des différents cépages, du mode de culture
et de la variabilité annuelle avec analyse de ktridution des métabolites et des structures
microbiennes endogeéenes a la biomasse. La spégitieitla biomasse ‘marcs’ en plus du fait qu’elle
soit solide est qu’elle est constituée de matiégemcellulosiques (rafles), composés connus dans |
littérature (Quéméneuat al.,2008) comme étant inhibiteurs de la productiorydtbgene. Un test de
fermentation dans lequel la biomasse ‘marcs’ alétaflée sera comparé au test réalisé a partied’'un
biomasse avec rafles. Enfin, une comparaison dagemarcs/bourbes en termes de production,

productivité et de rendement en hydrogéne serataffe.

3.1. Influence du cépage et du mode de culture sur la pduction d’hydrogene
3.1.1 Influence du cépage et mode de culture sur leopaences de production d’hydrogéne

Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempséangesuré pour chaque cépage et mode de
culture différents. Les biomasses ‘marcs’ issues lalerégion Alsace (A)sont : Pinot Gris,
Gewurztraminer, Riesling, Muscat et Auxerrois ;cetles issues de la région Bourgogne (B) sont:
Aligoté, Pinot Noir, Pinot Noir/Chardonnay et Chanday (Durable, Eco-phytosanitaire et
Biologique). Les biomasses ont été stockées a -2a0a@t fermentation. Les courbes obtenues a partir
de ces biomasses présentent toutes une alluraugypigne croissance microbienne et de production

de métabolites en mode non continu (figure 90).

2,0

Chardonnay Durable (B)

........................................ = PinotNoir (B)

s | //—’_ ....................................................... i Muscat (A)
= Auxerrois (A)

Pinot Noir/Chardonnay (B)

10 1 == Chardonnay Biologique (B)
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Aligoté (B)
0,5 A
= Gewurztraminer (A)
=== Pinot Gris (A)
00 - . . ‘ ‘ . Riesling (A)
0 10 20 30 40 50 60 70
Temps (h)

Figure 90 : Volume cumulé d’hydrogéne produit aursadu temps a partir des biomasses ‘marcs’ de gépat de modes
de cultures différents, provenant des terroirs dade (A) et de Bourgogne (B).

De la méme maniere que pour les bourbes, les codd@roduction d’hydrogene a partir des marcs
se décomposent en trois phases. Le temps néceadairkiomasse microbienne pour s’adapter aux
conditions environnementales est compris entre h6ligoté) et 12 h (Pinot Gris). Ce temps

d’adaptation est globalement plus long pour tres cépages alsaciens (Pinot Gris, Gewurztraminer et
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Riesling). Puis, lors de la deuxieme phase, onrebs#es productivités en hydrogene différentes en

fonction des cépages et en fin de fermentatioféréifits volumes totaux d’hydrogéne produit.

La figure 91 représente les performances de prmguct’hydrogéne obtenues par les marcs de
différents cépages et modes de culture.

6,0
91a
S50 -
=
°
£
E40
]
c
Pl
5
53,0
>
=
c
L)
2,0
=
©
3
© 1,0
a
0,0 -
Aligoté Pinot Noir PlnotN0|r/ Durable - Blologlque Auxerrois Pinot Gris Gewurz- Riesling Muscat
Chardonnay thtosanltalre traminer
2,0
91b
ey
21,5
]
c
)
S
2
£10
o
c
2
k3]
=3
°
20,5 -
a
0,0 -
Aligoté PinotNoir  Pinot N0|r/ Durable Blologlque Auxerrois Pinot Gris Gewurz- Riesling Muscat
Chardonnay phytosamtalre traminer
15,0
)
= 91c
o
(=]
-4
k)
2
810,0
k]
o
3
w
c
]
2
8
s
| I I I I I
c
2
=
o
]
<
g
<
]
o
0,0 - T
Aligoté Pinot Noir P|notN0|r/ Durable Blologlque Auxerrois Pinot Gris Gewurz- Riesling Muscat
Chardonnay phvtosanltalre traminer

210



Chapitre V. RSULTATS ET DISCUSSIONS

2,0

91d

T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I

Aligoté PinotNoir  Pinot Noir/ Durable Eco- Biologique Auxerrois Pinot Gris Gewurz- Riesling Muscat
Chardonnav phvtosanitaire traminer

Figure 91 : Performances de production d’hydrogebéenues a partir des marcs pour différents cépagesodes de
culture : productivité (a), production (b) et remdent (d) en hydrogéne, et concentration en subg&tjat
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Les résultats de la figure 91a indiquent qu'il yrais niveaux de productivité en hydrogéne : les
productivités les plus élevées sont obtenues macdpages Auxerrois, Aligoté, Pinot Noir, Pinot
Noir/Chardonnay (en moyenne 5,4 + 0,2 mmol/L/hgs productivités les plus faibles sont obtenues
par les cépages Gewurztraminer et Riesling (en muye2,92 + 0,07 mmol/L/h) ; et enfin les
productivités intermédiaires sont en moyenne detf)5 mmol/L/h et sont obtenues par les cépages

Pinot Gris, Muscat et Chardonnay (Durable, Eco-péanitaire et Biologique).

Les résultats de la figure 91b indiquent qu'il yleux niveaux de volume d’hydrogéene produit : les
volumes d’hydrogéne produit les plus élevés comperhles cépages Auxerrois, Aligoté, Pinot Noir,

Pinot Noir/Chardonnay, dont les vitesses de praoolictont les plus élevées, mais aussi, Muscaset le
trois Chardonnay (Durable, Eco-phytosanitaire eldgjique) avec une moyenne de 1,6 + 0,1 L/L ; les
volumes d’hydrogene produit les plus faibles compent les cépages Pinot Gris, Gewurztraminer et
Riesling et sont en moyenne de 1,2 + 0,1 L/L doetixdde ces échantillons présentaient une

productivité faible.

Les résultats de la figure 91c indiquent que lescmauxerrois et Chardonnay (Durable, Eco-
phytosanitaire et Biologique) sont les plus chamggsubstrat (en moyenne 13 +1 g €éq. DCOJ/L apres
dilution dans le bioréacteur), alors que les autnascs sont moins chargés (en moyenne 9 + 1 g éq.
DCOIL).

Les résultats de la figure 91d indiquent que leslenes rendements en hydrogene sont obtenus par
les marcs les moins chargés initialement en sueresont les cépages Aligoté, Pinot Noir, Pinot
Noir/Chardonnay, Muscat et Riesling (en moyenné 40,06 mol/mol), alors que les plus faibles
rendements (en moyenne 1,08 + 0,09 mol/mol) soriemis par les marcs les plus chargés
initialement en sucres, c'est-a-dire, les cépage®eois et Chardonnay (Durable, Eco-phytosanitaire
et Biologique), mais également les cépages PinistébiGewurztraminer.
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3.1.2 Influence du cépage et du mode de culture sur taboisme

La distribution des métabolites produits en finfdamentation pour les marcs Pinot Gris, Muscat,
Gewurztraminer, Riesling et Chardonnay est reptésesur la figure 92. Les métabolites des marcs
Auxerrois, Aligoté, Pinot Noir et Pinot/Chardonnajayant pas fait I'objet du méme protocole
d’analyse (GC-FID (alcools) et HPLC-UV (acides CEZ%)) ne sont pas représentés sur cette figure.
Pour les marcs Pinot Gris, Muscat, GewurztramiRéesling et Chardonnay, les bilans de matiere
sont compris entre 50 et 74 % (annexe 7).
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Figure 92 : Distribution des métabolites et des geaduits a partir des biomasses ‘marcs’ de diffésecépages.

L’acétate et I'éthanol sont les deux métabolitegontairement produits par tous les marcs. Par
ailleurs, on remarque que les marcs Pinot Gris, @avaminer et Riesling ont produit les quantités
les plus faibles d’acétate (respectivement, 11,2mr2,9 mmol ; 11,8 mmol), conjuguées aux plus
faibles productions en hydrogéne (respectivemerit 8imol ; 36,2 mmol ; 32,5 mmol). Le réseau
secondaire de métabolites produits est différelunskes cépages et est composé de succinate, de
butyrate, de citrate, de propionate de valérateisTTéseaux métaboliques minoritaires se distinguen
les marcs Pinot Gris et Muscat utilisent un réssmstitué des voies principales succinate (6,8 mmol
et 4,8 mmol) et citrate (1,0 mmol et 2,6 mmol) etla voie plus minoritaire butyrate (1,4 mmol € 1,
mmol) ; les marcs Chardonnay Durable et Biologigaestitués des mémes métabolites (succinate :
4,4 mmol et 4,6 mmol ; citrate : 4,0 mmol et 4,0 ohrrbutyrate : 3,3 mmol et 1,2 mmol) avec en plus
la voie valérate (respectivement 4,0 mmol et 2,2ofhmles marcs Chardonnay Eco-phytosanitaire,
Gewurztraminer et Riesling utilisent un réseau tirés des voies minoritaires principales de
propionate (11,0 mmol ; 1,7 mmol et 2,8 mmol) etybate (1,0 mmol ; 4,2 mmol et 4,0 mmol). Par
ailleurs, on note que le tartrate et le succinafésgnts initialement (respectivement entre 1,0 nehol
3,3 mmol, et entre 0,3 mmol et 5,2 mmol) sont eatieent consommeés.
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3.1.3 Structure des communautés microbiennes par séqgenca

Les structures des communautés microbiennes dageguscat, Chardonnay Eco-phytosanitaire et
Pinot Gris, représentatifs respectivement des detypes de réseaux secondaires
succinate/citrate/butyrate et propionate/butyrat#, été analysées par séquencage. L'affiliation des
séquences représentatives des OTUs majoritairespete ou au genre microbien le plus proche est
présentée dans le tableau 14.

Tableau 14 : Affiliation des séquences majoritaid®8DN codant pour I’'ARNr 16S obtenues par séqueagagartir des

échantillons prélevés a 24h de fermentation dess tédmarcs Pinot Gris’, ‘marcs Muscat’ et ‘marcs Climnnay
Ecophytosanitaire’.

Similarité  Pinot Gris Muscat Chardonne?y .
Eco-phytosanitaire
Klebsiella/Enterobacter/Proteus 99,7 % 98,0 % 99,8 % 98,9 %
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5 % 0,33% 0,06 % 0,37 %

Le séquencage des marcs Muscat, Chardonnay Ecosglmjtiaire et Pinot Gris révéle une structure de
communauté microbienne trés simple et identiqgaeséljuence représentative de I'OTU dominant est
affiliée a la famille Enterobacteriaceaeet plus précisément aux genrktebsiella/Enterobacter/
Proteusavec les abondances relatives respectives de 998 % % et 98,0 %. Ces résultats sont
assez surprenants. En effet, les réseaux métabslgprondaires et la quantité d’acétate produit par
les marcs Muscat et Chardonnay Eco-phytosanitaimet &ifférents, on s’attendait a avoir des
populations bactériennes plus diverses. Les diifé&ge s’expliquent sirement au niveau des especes
qui ne peuvent malheureusement pas étre différemded a partir du séquengage des genes codant
pour 'ARNr 16S.

Parmi les bactéries minoritaire€lostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumg été
identifié comme le genre bactérien principal aves dbondances relatives comprises entre 0,06 % et
0,37 %. Ce genre a été identifié dans le chapitreomme étant le phylotype bactérien producteur

d’hydrogéne dans les biomasses ‘bourbes’.

3.1.4 Discussion sur les performances de production dbgéne des biomasses ‘marcs’

Le réseau métabolique principal obtenu par les snéacétate et éthanol) est caractéristique des
bactéries entériques hétérofermentaires (Hallen2a®2), ce qui a été confirmé par le séquencage.
En effet, 98,0 %, 99,8 % et 98,9 % respectivement ,es marcs Pinot Gris, Muscat et Chardonnay
Eco-phytosanitaire, sont les abondances relatives géquences affiliées a la famille des
Enterobacteriaceaeet plus précisément aux bactérielebsiella spp. bxytoca michiganensis
pneumoniag Enterobacter cancerogenuBroteus vulgarisLe cépage n’a donc pas d'influence sur la
composition microbienne (au niveau de la familie)sur le métabolisme global (acétate et éthanol).
La production d’hydrogéne a partir des marcs eais€e exclusivement via la voie acétate (équation
8).

C¢H2,06 + 2H,0 = 2CH3CO0H + 2C0, + 4H, (8)

213



Chapitre V. RSULTATS ET DISCUSSIONS

La teneur initiale en sucres étant différente pchuaicun des marcs (6,8 a 13,8 éq. DCOI/L), il est
difficile de savoir si le cépage ou le mode deuwelta une influence sur la productivité en hydregen
et le volume d’hydrogene produit, ces performanéest corrélées a la concentration initiale en
sucres (chapitre IV). Les rendements en hydrogéarg é&entiques pour les marcs Chardonnay, cela
indigue que le mode de culture n'a pas d'influesce la production d’hydrogene, malgré les
différences observées au niveau des métabolitegritaiinement produits : propionate pour les marcs
Eco-phytosanitaire alors que les marcs BiologiquéDerable produisent du citrate, succinate et
valérate. En revanche, les rendements en hydrogbtemus par les marcs de différents cépages
montrent linfluence du cépage sur le volume d'logdme produit associé a la production de
différents métabolites minoritaires. Aucune cottiéla entre le type de métabolites minoritairement
produits et le volume d’hydrogéne produit n'a panttété établie. Bien que la teneur initiale en
succinate (du milieu réactionnel) soit plus éley@mprise entre 5,3 et 7,5 mmol/L) pour les marcs
Chardonnay, Gewurztraminer et Riesling comparéenaapcs Pinot Gris et Muscat (respectivement,
0,5 mmol/L et 1,2 mmol/L), il n'y a pas non pluodéntation métabolique minoritaire « type ». En
effet, & teneurs initiales similaires de 7,3 mmoéL 7,5 mmol/L pour respectivement les marcs
Chardonnay Durable et Riesling, I'orientation métafue minoritaire différe vers la production de
citrate, succinate, valérate et butyrate pour éamper cépage et vers la production de propionatie et
butyrate pour le second. La production de métasliels que le citrate et le succinate, en comditio
anaérobies, est caractéristique @derobacteriacea@yant la capacité de convertir le glucose en
oxaloacétate (figure 93) a son tour converti eratdt et/ou succinate (Lengelet al, 2009). Le
succinate peut alors étre converti en propionaenelioxyde de carbone (équation 9). Selon Thauer
(1977), le valérate est produit a partir de progiend’hydrogene et de dioxyde de carbone (équation
10) ; ce qui est certainement le cas dans les tiestermentation pour lesquels du valérate a été
guantifié.

HOOC(CH,;),CO0H — CH3;CH,COOH + CO, 9
CH3;CH,COOH + 6H, + 2C0, — CH3(CH,)3CO0H + 4H,0 (AGy = —96,7 kj /mol) (10)

Glucose

{Cz NADH
2 PEP H2+CO;
Pl /
Co, Pyruvate —» AcCoA + Formate
Ethanol
Oxaloacetate Citrate Acetate
NADH Isocitrate
Malate NADH CO;
FumB_NeumA Oxo0-Glu
Fumarate Fumarate
rrdlrle] \idh
Succinate Succinate
Succ-CoA

Figure 93 : Production de citrate et de succinase [gs Enterobacteriaceae en anaérobie, d’apresgeder et al., 2009.
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Par ailleurs, on remarque que les tests ayant jirdducitrate ont un rapport molaire,/80, plus
élevé que ceux n'en ayant pas produit. Par exengdemarcs Chardonnay Durable et Muscat ont
produit respectivement 4,0 mmol et 2,6 mmol deatdtret ont un rapport molaire,/80, de 0,74,
alors que les marcs Pinot Gris et Riesling ont pitogspectivement 1,24 mmol et 0,16 mmol et ont
un rapport molaire HMCO, de 0,53 et 0,58. Ceci peut s’expliquer grace @uidion de production du
citrate (équation 11). En effet, la production degate ne libére pas de GQontrairement a la
conversion du succinate (initialement présent)repipnate.

HOOCCOCH,COOH + H,0 - CoA + HOOCCH,CHOCOOHCH,COOH (11)

Alors que les métabolites majoritairement proditsétate et éthanol) lors de la fermentation des
marcs, sont cohérents avec [lidentification baetére réalisée grace au séquencage de
Enterobacteriaceaeavec une abondance relative élevée (entre 98,09 %), confirmant la
production d’hydrogéne via la voie acétate, la pobiddn mineure de butyrate est vraisemblablement
liée a la présence minoritaire de la fami@éostridium (0,08 % a 0,46 %) identifiée au chapitre
précédent comme responsable de la production diggie via la voie butyrate lors de la

fermentation de la biomasse ‘bourbes’.

Il est assez surprenant de voir que des rendenantiydrogéne sont non représentatifs des
métabolites produits. L’hypothése suivante peutigdpr ces observations : les marcs étant solides,
les sucres initiaux ont été quantifiés aprés letnaetion par ultrasons. Cette méthode a le désagan
d’extraire des molécules de sucres solubles sugpitaines qui n'auraient pas été extraites dans le
fermenteur par simple agitation. Par conséquemtaentration initiale en sucres est majorée et do

le rendement en hydrogene est minoré. De plustréietion de ces autres molécules de sucres peut
étre plus ou moins importante selon la nature dascsn(quantité de rafles, grosseur des grains,
quantité des pépins,...), ce qui a pour conséqueneereprésentativité partielle des concentrations
initiales en substrat, et donc du lien avec ledopmances de production d’hydrogéne. Cela peut
expliquer pourquoi les rendements en hydrogénenabtecompris entre 1,0 et 1,5 mol/mol sont dans
une fourchette basse comparativement a ceux obpeurdes bourbes (1,97 + 0,27 mol/mol obtenu a
partir des bourbes de méme cépage que les maresnpggé dans ce paragraphe) ; mais cependant

largement supérieurs (55 + 15 ngl_gmaﬁére seche @ Ceux obtenus (1 mygmaﬁére seche SUr le méme type

de biomasse (broyats de marcs de raisin) avedidatton d'un consortium microbien exogene
prétraité (Gucet al.,2014).
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3.2. Influence de la variabilité annuelle et impact desafles sur la production d’hydrogéne

L'influence de la variabilité annuelle a été tessée trois années de vendanges a partir des marcs
Muscat et Pinot Gris issus du domaine Pfister (@d¥alLa spécificité de la biomasse ‘marcs’ en plus
du fait qu’elle soit solide, est qu'elle est consde de matiéres lignocellulosiques (rafles), cagpo
connus dans la littérature (Quéméner al., 2008) comme étant inhibiteurs de la production
d’hydrogéne. L'influence des matiéres lignocellidogs (rafles) a donc été étudiée sur les marcs
congelés ‘Muscat’ issus du domaine Pfister (Alsdoe) des vendanges 2012. Toutes ces biomasses

ont été stockées a -20°C apres leur récolte.

3.2.1 Influence de la variabilité annuelle et des raflas les performances de production
d’hydrogéne
Le volume d’hydrogéne produit au cours du tempdéangesuré pour chaque biomasse issue des
vendanges 2012 a 2014. Les courbes obtenues Ag®ites biomasses présentent toutes une allure
typique d’une croissance microbienne et de prodoatie métabolites en mode non continu (figure
94).
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== Vluscat 2012

Muscat 2013

===Pinot Gris 2013
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Pinot Gris 2014

Volume d'hydrogéne produit (L/L)

0,0 - 4 ; . : . .
0 10 20 30 40 50 60 70
Temps (h)
Figure 94 : Volume cumulé d’hydrogéne produit aursadu temps a partir des marcs Pinot Gris et Mtsssus des
vendanges 2012, 2013 et 2014 stockés a -20°C.

La phase de latence obtenue differe en fonctionéhage mais est identique pour un méme cépage,
sur deux années différentes. La phase d’adaptatibde 8 h pour les marcs Muscat alors qu’elle est
de 13 h pour les marcs Pinot Gris. L'échantillonsseafle Muscat 2012 ne présente pas de différence
avec son homologue avec rafles sur les phasessporidant a la cinétique et a la production finale
d’hydrogéne. En revanche, il existe des différermrdee les marcs Muscat 2012 et 2013, ainsi que sur
les marcs Pinot Gris 2013 et 2014.

La figure 95 représente les performances de pramgtudthydrogéne des marcs avec ou sans rafles, et
issus des vendanges 2012, 2013 et 2014.
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Figure 95 : Influence de la variabilité annuelleigtpact des rafles sur les performances de prodonatihydrogéne :
productivité (a), production (b) et rendement (d)rgdrogéne, et concentration en substrat (c).
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A teneur initiale en substrat identique, une infobi de la production d’hydrogene se traduirait lpar
baisse des volumes et/ou des productivités en bgdme obtenus par la biomasse avec inhibiteur
(Muscat 2012 avec rafles). La teneur initiale eeres (figure 95c¢) de la biomasse marcs Muscat 2012
sans rafles étant supérieure a celle de la bionmas=se rafles (respectivement 13,2 g éq. DCO/L
contre 10,3 g éq. DCOI/L), une inhibition des maselignocellulosiques sur la production et/ou la
productivité en hydrogéne se traduirait alors pabin plus faibles valeurs de volume d’hydrogéne
produit et/ou de productivité obtenues avec la bigga avec rafles. Les résultats de la figure 95a et
95b n’indiquent donc pas d'inhibition des matiéd@mocellulosiques sur la productivité ou la
production d’hydrogéne ; les valeurs obtenues éesgement 3,86 mmol/L/h et 2,1 L/L pour les
marcs Muscat sans rafles et 4,75 mmol/L/h et 212pdur les marcs Muscat avec rafles) n’étant pas
significativement différentes (p > 0,05 ; t-tesDeci indique en revanche, une consommation du
substrat par des bactéries concurrentes a celbeligirices d’hydrogéne ou bien une consommation
partielle de I'hydrogene produit par des bactétigdrogénotrophes, le rendement plus faible en
hydrogéne (figure 95d) dans le cas du test satestaf confirmant (1,29 mol/mol contre 1,78 mol/mol

pour les marcs avec rafles).

La variabilité annuelle a un impact sur les perfanoces de production d’hydrogene. En effet, les
productions en hydrogéne (figure 95b) obtenueslggmmarcs Muscat étaient plus faibles en 2013
gu'en 2012 (respectivement, 1,6 L/L contre 1,2 LAIprs que les teneurs initiales en sucres
(respectivement, 9,8 g €q. DCO/L et 10,3 g éq. F@insi que les productivités en hydrogéne
(respectivement 4,45 mmol/L/h et 4,75 mmol/L/h)igda similaires. Cela indique la présence de
micro-organismes hydrogénotrophes dans les marcs#2013 tout comme le confirme une valeur
de rendement en hydrogéne plus faible pour cetteéeargque celle obtenue sur I'année 2012
(respectivement, 1,42 mol/mol contre 1,78 mol/mBl). ce qui concerne les marcs de cépage Pinot
Gris, les teneurs initiales en sucres (figure 9aenues sont plus faibles sur 'année 2014 que sur
'année 2013 (respectivement, 5,8 g €éq. DCO/L eoBtR g éq. DCO/L), ce qui explique les plus
faibles valeurs de productivité (figure 95a) obemurespectivement, 2,48 mmol/L/h et 3,60
mmol/L/h). Les productions en hydrogéne (figure)o&imilaires obtenues sur les années 2014 et 2013
(respectivement, 1,3 L/L et 1,1 L/L) indiquent leépence de bactéries concurrentes aux bactéries
productrices d’hydrogéne. Ceci est confirmé parledement en hydrogene (figure 95d) plus faible

obtenu sur 'année 2013.

Les rafles constituées notamment de matiéres lghubasiques n'ont pas d'influence sur les

performances de production d’hydrogene a I'éctalidaboratoire. La teneur initiale en sucres est en
revanche indirectement impactée par I'année dearagel (conditions climatiques différentes,...), de
méme que la microflore bactérienne, ce qui a paumséquence d'impacter les performances de

production d’hydrogéne.
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3.2.2 Influence de la variabilité annuelle et des rafées le métabolisme

La distribution des métabolites produits en finfdementation de chaque biomasse est représentée
dans la figure 96. Les métabolites (alcools etexi@2 a C5) des marcs Muscat avec et sans rafles
2012 ont été analysés par GC-FID, alors que lesoloont été analysés par GC-FID et les autres
métabolites par HPLC-UV pour les marcs Muscat 2(Ript Gris 2013 et Pinot Gris 2014. Ceci
explique que les bilans de matiere (annexe 8) s@ieIs incomplets pour les marcs Muscat avec et
sans rafles 2012 (entre 39 et 47 %) que pour &ssMuscat 2013 et Pinot Gris 2013 (entre 59 et 70
%). En revanche, le bilan de matiére obtenu pamixs Pinot Gris 2014 est de 138 % ; ceci pouvant

provenir d’'une anomalie d’échantillonnage.
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Figure 96 : Distribution des métabolites et des geaduits a partir des marcs avec ou sans rafldsis des vendanges
2012 a 2014*analyses réalisées exclusivement par GC-FID.

Comme vu dans le sous-chapitre précédent (V.3ddéthate et I'éthanol sont les deux métabolites
majoritairement produits (respectivement, entr@ imol et 21,8 mmol, et, entre 11,4 mmol et 20,1
mmol) par les marcs avec ou sans rafles, et issulifiérentes années de vendanges. Les métabolites
secondaires principalement produits sont : le sateiet le butyrate (les marcs Muscat avec ou sans
rafles 2012 étant mis a part puisque I'échantilagen et la technique d’analyse sont différents). Le
succinate est majoritaire pour les marcs MuscaB4@18 mmol) et les marcs Pinot Gris 2013 (6,8
mmol), et co-majoritaire avec le butyrate pourrescs Pinot Gris 2014 (respectivement 6,2 mmol et
8,4 mmol). Il est a noter que les marcs Pinot @bis4 ont produit 1,5 fois plus d’acétate et 6 fuiss

de butyrate que les marcs Pinot Gris 2013, d’ouiapport butyrate/acétate 3,9 fois plus élevé pour
2014 que 2013 (0,49 contre 0,13). Pour ce qui estndarcs avec et sans rafles, il N’y a pas d’effet
significatif des rafles sur le métabolisme glolt&ifin, on observe que les marcs Pinot Gris 2014 son
les seuls a produire les métabolites secondaireeritdires suivants : valérate (1,12 mmol), formiat
(0,62 mmol) et lactate (0,30 mmol).
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3.2.3 Influence des rafles sur la structure des commuésanticrobiennes par T-RFLP

La structure des communautés microbiennes des rivurssat 2012 avec et sans rafles analysée par

T-RFLP est représentée dans la figure 97.
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Les structures de communautés microbiennes obtemyestir des marcs avec ou sans rafles sont
simples avec une population microbienne majoritdies fragments de restriction obtenus associés
sont73 pbsur alul e371 pbsur hhal, avec les abondances relatives respeaa®? %et95 % pour

les marcs avec rafles, ét7 % et 93 % pour les marcs déraflés. L'analyse T-RFLP monge pics
supplémentaires pour les marcs déraflés : et sur alul et373 pb (7 %)sur
hhal. Cette différence, méme mineure, peut étrédbaéte au fait que les échantillons n’aient pas été
prélevés au méme temps de fermentation : a 23 hlgewmarcs avec rafles contre 7 h pour les marcs
déraflés, ce choix étant conditionné par un prd# production d’hydrogéne remarquablement
superposable.

3.2.4 Structure des communautés microbiennes par séqgermtgyroseéquencage

La structure des communautés microbiennes des maresat 2012* et 2013, et des marcs Pinot Gris
2013 et 2014 ont été analysés par pyroséquencagd séquencage. La classification taxonomique

obtenue a partir des séquences représentativé3Tdés majoritaires est représentée dans la figure 98
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M Fir:Bac:Lac:Enterococcaceae
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Figure 98 : Classification taxonomique au niveadaléamille réalisée a partir des échantillons prnéds en cours de
fermentation des marcs Muscat 2012 et 2013, etdess Pinot Gris 2013 et 201zanalyse effectuée par pyroséquencage.
Pro = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Gam = Gamaproteobacteria ; Bac = Bacilli ; Clo = ClostridiaEnb =
Enterobacteriales ; Lac = Lactobacillales ; Clo1Glostridiales.

La classification taxonomique au niveau de la ferglermet, d’'une part, de montrer une structure
microbienne similaire pour les marcs Muscat entes knnées 2012 et 2013: la famille
Enterobacteriaceaeest majoritaire avec respectivement, 92,2 % e8 99, d'abondance relative.
D’autre part, cette classification montre égalemag structure microbienne différente pour les marc
Pinot Gris entre les années 2013 et 2014. En dHefamille Enterobacteriaceaeest largement
majoritaire en 2013 avec une abondance relativ@Bd® %, alors qu’en 2014, I'abondance relative de
cette famille a diminué d’'un facteur 2 (51,3 %etdomine avec la famill€lostridiaceae(42,4 %).

De plus, la familleEnterococcaceaqui était présente uniquement dans les bourbe€gasement

présente mais de facon minoritaire (3,1 %).

222



Chapitre V. RSULTATS ET DISCUSSIONS

3.2.5 Discussion

L'analyse des performances de production d’hydregempermis de voir que les rafles n'avaient pas
d’'influence sur la productivité en hydrogene ni srvolume d’hydrogéne produit, & I'échelle du
laboratoire. En effet, les rafles ne représentai@rgre 3 et 7 % du poids de la grappe mire (Raére
Gayonet al, 2012), cela n'a pas d'impact sur les performangesproduction d’hydrogéne. Le
rendement en hydrogéne est cependant différent dalprésence de rafles ou non. Toutefois, la
différence significative entre la concentrationtiale avec ou sans rafle (respectivement, 10,3.g €q
DCO/L contre 13,2 g éq. DCO/L) va dans le sens 'Hgpbthése précédente sur I'extraction
supplémentaire de sucres a partir des marcs (etpaldiculierement des grains). Les rafles n'orst pa
non plus d’effet sur le réseau métabolique glokatda production majoritaire d’acétate et d’étHano
le rapport butyrate/acétate étant similaire (0,10,@2). Les rapports O, obtenus sont également
similaires (0,87 £ 0,02) mais particulierement éeyar rapport a ceux obtenus dans le paragraphe
V.3.1 (en moyenne 0,66 + 0,10). Comme l'analyse B&LC n’'a pas été effectuée sur ces
échantillons, il est difficile d’expliquer cettefidirence significative. On peut tout de méme éraettr
I'hypothése qu’il y a peu de métabolites secondgireduits, par voies hydrogénotrophes ou par voies
productrices de COPar conséquent, les voies acétate (équationédhanol (équation 12) permettent
d’équilibrer les quantités d’hydrogéne et de diaxya carbone produit.

Cs¢Hy1204 + 2H,0 — 2CH3;COOH + 2C0, + 4H, (AG) = —206,0 kJ/mol) (8)
Cs¢Hy,0¢ = 2CH;CH,0H + 2C0, (AG, = —164,8 kJ /mol) (12)

Les structures des communautés microbiennes apralys® T-RFLP n’ont pas non plus montré de
différences majeures entre les marcs avec et safhss.r Tout ceci confirme que les rafles

n'influencent pas significativement la productichydirogene, a I'échelle du laboratoire.

L'analyse des performances de production d’hydreggmpermis d’établir que I'année de vendange
influencait de maniere significative la productiviégn hydrogene et les volumes d’hydrogene produit.
Tout d'abord, la teneur initiale en sucres des marest pas identique d'une vendange a l'autre
notamment a cause des conditions climatiques diffés d'une année a l'autre. De plus, la technique
d’extraction des sucres par ultrason donne dedtaésde concentrations en sucres biaisées paitle f
gue les marcs ne sont pas homogénes en rafless gtapépins. L’année de vendange a également un
impact sur la composition microbienne des marcstiqoéierement sur le Pinot Gris. En effet, en
2013, les marcs Pinot Gris étaient composés a 98,de bactéries productrices d’hydrogéne
appartenant a la famillEnterobacteriaceaetilisant la voie acétate/éthanol, alors qu'en4£0dette
famille ne constituait plus que 51,3 % et est daeeno-dominante avec la famillélostridiaceae
(42,4 %). Ce changement au niveau des populatiansoliennes a eu un impact direct sur le
métabolisme. C’est pourquoi, les quantités d’aeéatde butyrate ont augmenté de facteurs respectif

de 1,5 et 6, entre 2013 et 2014. L'espece majmitappartenant a la famillelostridiaceaeest
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Clostridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricungvec une abondance relative de 33,8 %,
bactérie identifiee comme étant responsable gedduction d’hydrogene a partir des bourbes via la
voie butyrate. L’augmentation du volume d’hydrogépeoduit entre 2013 et 2014, n'est pas
uniqguement due a la concentration initiale en suphes élevée, mais également a la présence @e cett
bactérie productrice d’hydrogéne. Ce qui resteringg est l'interaction entre ces deux especes
bactériennes. Est-ce que l'espece appartenant fanidle Enterobacteriaceaeest le phylotype
dominant et seul responsable de la production ddg&he, ou bien a l'inverse est-ce @lestridium

spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgst le seul phylotype responsable de la production
d’hydrogéne, ou encore, la production d’hydrogésieedie le produit d’une co-production entre ces
deux phylotypes ? Jusqu’a présent, nous avons gClpstridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii,
butyricum) avait une abondance relative largement majoritgi@ rapport a la famille
Enterobacteriaceagbourbes). De plus, les métabolites majoritairesdpits (acétate et butyrate)
indiquaient que I'espec€lostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricundétait dominante et
seule responsable de la production d’hydrogénes kfalien est-il pour les marcs Pinot Gris 2014, car
les métabolites produits sont a la fois représiéni@desEnterobacteriaceagque deClostridiaceaeEn
effet, la différence de métabolites produits aigse les débits de biogaz produits au cours de la

fermentation des marcs Pinot Gris 2013 et 20141@®9) montrent clairement une disparité entre ces
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Figure 99 : Métabolites produits et profils de pmiion du biogaz au cours de la fermentation dexcmRinot Gris 2013 et
2014.

Cette figure met clairement en évidence la difféeede profils de production d’hydrogéne et de
dioxyde de carbone, illustrée notamment par unadpmolaire H/CO, faible (0,53) dés 10 h de
fermentation des marcs Pinot Gris 2013 alors qlie des marcs Pinot Gris 2014 est bien plus élevé
(0,72). Dans le chapitre IV, il avait été mis eidénce que la production de butyrate et d’acétate p
Clostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricunirs de la fermentation des bourbes étaient
quasiment équivalente & 24 h de fermentation. Eanche, la figure 99 met en évidence que la

production largement majoritaire d’acétate a 24ehfetmentation des marcs Pinot Gris 2014 de la
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méme maniere que les marcs Pinot Gris 2013 poguéds I'hydrogéne était produit par le phylotype
EnterobacteriaceaePar déduction, il semblerait qu'a 24 h de ferragon, les bactéries entériques
soient responsables de la production d'éthanol'wetedpartie de la production totale d’acétate, la
présence de lactate, formiate, valérate et isaat@éétant représentative d€sostridium. Ainsi,
I'hnydrogéne est potentiellement produit par lesxdelylotypesEnterobacteriaceaet Clostridiaceae
lors du test marcs Pinot Gris 2014, ce qui explicaraélioration de 83 % du rendement en hydrogene
entre 2013 et 2014. L'avantage réside d’autregeams 'augmentation du rapport/B0, (0,77 contre

0,53) sans toutefois pouvoir I'expliquer.

Quoi gu'il en soit, 'année de vendange influenoa seulement la concentration en sucres mais induit
également une variation de la structure de commntaeamicrobiennes. La différence de structure
microbienne peut ainsi, influencer le métabolisr@bal des bactéries et donc ses performances de
production d’hydrogene plus ou moins fortement emcfion de I'importance du changement de la

structure.
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3.3. Comparaison des biomasses ‘marcs’ et ‘bourbes’

Dans ce paragraphe, I'ensemble des résultats abtemules biomasses ‘marcs’ et ‘bourbes’ est
comparé tant au niveau des performances de produdihydrogéne qu’au niveau des métabolites

produits.

La figure 100 représente les moyennes et leurst-8qms des performances de production

d’hydrogéne obtenues par les biomasses ‘bourbasiagts’.

Production H2 e

wisescer) | —

Productivité H2 Bourbes
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W Marcs
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e

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Figure 100 : Comparaison des performances de proond’hydrogéne obtenues a partir des marcs ettiesbes (les
barres correspondent aux écarts-types).

Les volumes d’hydrogéne produit sont 2,5 fois phevés lorsque la biomasse utilisée est de type
bourbes que lorsque la biomasse est de type memcsidyenne 3,6 + 0,6 L/L soit 50 % 8 lyflives
contre 1,4 + 0,6 L/L soit 20 + 4 L/kg..9 pour une teneur initiale en sucres moyenne de 2% éq.
DCOI/L et 10 + 3 g ég. DCO/L pour les biomasses besiret marcs. Les productivités en hydrogéne,
sont trés variables que ce soit pour les marce®badurbes, mais restent du méme ordre de grandeur
pour les deux types de biomasses (3,9 + 0,8 mntopblr les marcs contre 4 £ 1 mmol/L/h pour les
bourbes). Enfin, les rendements en hydrogéne obtpaules bourbes sont 1,7 fois plus élevés que
ceux obtenus par les marcs (2,0 + 0,3 mol/mol eohf?2 + 0,2 mol/mol). Toutefois, il est difficileed
comparer directement les rendements car ils séculéa a partir des concentrations initiales emesic
dont le protocole est différent selon le type derasses (Chapitre 11). Cependant, le faible rendeme
obtenu pour les marcs peut s’expliquer par la comsation du substrat pour la production d’éthanol,
voie non co-productrice d’hydrogéne. Comme déteémau paragraphe 2.1 de ce chapitre,
Clostridiumspp.(roseum, diolis, beijerinckii, butyricuna)t la principale responsable de la production
d’hydrogéne chez les bourbes. Chez les marcsest pas possible de déterminer I'espéce bactérienne
parmi Klebsiella spp. pxytoca michiganensispneumoniag Enterobacter cancerogenwet Proteus
vulgariscar elles possédent la méme portion de séquenieerégion variable V4-V5 du géne codant
pour 'ARNr 16S.

Les quantités de métabolites et de gaz produitgymamtité de sucres consommeés obtenues en fonction
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des biomasses ‘bourbes’ et ‘marcs’ sont représestgrela figure 101.

100% mCO2

H2

30% M Ethanol
(]

M Iso-Valérate
Valérate

60%

Citrate

Succinate
40%
Propionate

M Formiate

20%
Butyrate

Métabolites et gaz produits (mol/mol)

M Acétate

0%

Marcs Bourbes
Figure 101 : Comparaison de la répartition gazeasenétabolique entre les marcs et les bourbes.

Cette figure indique que les bourbes composéescipalement de Clostridium produisent
majoritairement de l'acétate et le butyrate alotge des marcs composésEdterobacteriaceae
produisent de l'acétate et de I'éthanol. Le propten le formiate et I'éthanol sont les produits
principaux du réseau métabolique minoritaire déitamasse ‘bourbes’ alors que le succinate, le
propionate et le butyrate sont ceux de la biomassecs’. Malgré ces divergences de réseaux
métaboliques, la production de métabolites resteoritaire (environ 25 %) face a la production
gazeuse (75 %) quel que soit le type de biomasael{bs ou marcs). Le rapport/BO, obtenu pour
les bourbes est proche de 1 (en moyenne 0,92 } 8l@4% qu'il est plus faible pour les marcs (0162
0,10). Ceci est notamment expliqué par I'excés d& Co-produit avec I'éthanol lors de la

fermentation de la biomasse ‘marcs’.

A partir de ces résultats et de ceux obtenus dambdpitre IV lors de I'étude de linfluence de la
charge, il est possible de corréler : la productithydrogéne a la somme des quantités d'acétate et
butyrate produits a partir de la biomasse ‘bourlfiigire 102a) et a la somme des quantités d’azétat
et d’éthanol produits a partir de la biomasse ‘migfigure 102b).
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Figure 102 : Corrélations entre la production d’'rpdiéne et les quantités d’acétate et de butyratelpits a partir des
biomasses ‘bourbes’ (a) et les quantités d’acésaiéthanol produits a partir des biomasses'marts’

Lorsque I'on essaye de corréler, pour les bourdbegroduction molaire avec le nombre de moles de

butyrate produit (figure 103), on observe une pgmtehe de 2 (1,7) relative a la stoechiométrie de

I'équation de la voie butyrate.
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Figure 103 : Corrélation entre la production molaid’hydrogéne et la quantité de butyrate produitemue a partir de la
biomasse ‘bourbes’.
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Ces résultats confirment donc ce qui a été étabthapitre IV. En effet, alors que le butyrate peav

en grande partie de la dégradation des sucregdfibdd), I'acétate peut étre produit via plusieurs

voies : la dégradation des sucres (équation &yhaommation du tartrate (équations 13 a 15), i vo

acétate homo-fermentaire (équation 16) et I'hom&tegenése (équation 17).
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Figure 104 : Corrélation entre la production de brdte et la quantité initiale de sucres a partirldebiomasse ‘bourbes’.

CoHy20¢ + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H,

(AG) = —206,0 kJ /mol)
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2HOOC(CHOH),COOH — CH;CHOHCOOH + CH;COOH + 3C0, + H,0 (13)
3HOOC(CHOH),COOH - HOOC(CH,),COOH + 2CH;COOH + 4CO0, (14)
12HOOC(CHOH),COOH — 10CH3;COOH + CH5(CH3),COOH + 24C0, + 10H, + H,0  (15)
CsHy206 — 3CH;COOH (AG), = —310 kj /mol) (16)
4H, + 2C0, - CH;COOH + 2H,0 (AG, = —104,0 kJ/mol) (17)

La figure 105 représente la corrélation entre tapction d’hydrogéne et la quantité d’acétate pitodu
obtenues a partir de la biomasse ‘marcs’.

70

= 60 y=1,552x + 15,623
g R?=0,983
€ 50 -
=
340 -
2
& 30 -
c
(3
8 20 -
©
4
T 10 -
0 : ‘ ‘
0 10 20 30 40

Acétate (mmol)
Figure 105 : Corrélation entre la production molaid’hydrogéne et la quantité d’acétate produit oloie a partir de la
biomasse ‘marcs’.

Le test de Pearson a permis d’'établir une coraglgipsitive linéaire (r = 0,991 sur les sept tdstee
chapitre) significative au seuil de 1 % entre lamité d’hydrogene produit et la quantité d’acétate
produit. Malgré les différences observées lors éesles sur l'influence des cépages (biomasses
‘bourbes’ et ‘marcs’), des modes de culture (biseasbourbes’ et ‘marcs’), de la variabilité anheiel
(biomasses ‘bourbes’ et ‘marcs’) et des raflesrlsisse ‘marcs’), les performances de production
d’hydrogéne se distinguent surtout par rapportype tle biomasse utilisée ‘bourbes’ vs ‘marcs’ pour
lequel la microflore endogene émergente identidié® h de fermentation differe sans doute liée a la
différence de microflore intrinseque de la biomadkest néanmoins possible de produire 50 + 8
L/Lyourbes €t 20 = 4 L/kgarcs Via la voie butyrate/acétate pour la biomasse ribesi et via la voie
acétate pour la biomasse ‘marcs’, ce qui laisse magge possible d’optimisation de la biomasse

‘marcs’ notamment par I'ajout d’'une microflore pumtrice de butyrate.
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4. Influence de [lintroduction de perturbations biotiques et influence des
caractéristiques endogénes liées aux biomasses &g t’ et ‘lies’ sur la production
d’hydrogéne

Ce sous-chapitre est composé de deux parties. dgtah IV ayant montré que la biomasse ‘bourbes’

nécessitait d’étre diluée afin de maximiser ledgrerances de production d’hydrogene, la premiéere

étude porte sur la faisabilité d’utiliser les ealexrincage des pressoirs (ayant servi au presssje d

grappes de raisin) en tant que diluant de la bismatans le but de, non seulement, recycler urie par

des effluents produits par les viticulteurs maiaslément de s’affranchir des codts liés a I'utiisatde

'eau de réseau. Enfin, la deuxiéme étude conderfaisabilité d'utiliser les sous-produits vitiesl

‘gateau de filtration’ et ‘lies de vin’ pour la moction d’hydrogene.

4.1. Perturbation biotique liée a I'ajout de la biomasseeaux de rincage’
4.1.1 Influence des mélanges de microflores sur les padoces de production d’hydrogéne

Les eaux de rincage (ER) ont été récoltées apraquehnettoyage des pressoirs ayant servi au
pressage des grappes de raisin des cépages iskuséd@n Alsace (Pinot Gris, Gewurztraminer et
Riesling), et des cépages issus de la région BgngygChardonnay Durable, Eco-phytosanitaire et
Biologique). Les eaux de rincage Pinot Gris, Gewarainer et Riesling (Alsace) ont été utilisées
apres un stockage a 4°C, alors que les eaux degen¢hardonnay (Bourgogne) ont été utilisées apres
un stockage a -20°C, pour des raisons pratiquelsstince entre le lieu de récolte et le laboratdiee
figure 106 représente les performances de produdtioydrogene moyennes des biomasses bourbes
et marcs, avec ou sans perturbation biotique lid¢@jéut de la biomasse ‘eaux de ringcage’. Les
biomasses réfrigérées testées sont situées a gdudhait jaune, tandis que les biomasses congelées
sont a sa droite. Les écart-types liés aux diffréests sont représentés par des barres d’egeur,
I'exception de la biomasse réfrigérée ‘marcs’ paguelle un test unique a été réalisé avec le e&pag
Pinot Gris. Le test des marcs congelés sans eaningdge sera utilisé a titre de comparaison. Lu#sq
les valeurs de rendements étaient supérieuresndement maximaih vivo (4 mol/mol) un damier a

été utilisé.
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Les résultats des figures 106a et 106b nous indigyuee les productivités et les volumes d’hydrogene
produit sont liés & la concentration initiale ebsat (figure 106c). Les eaux de ringcage seulémnt

que tres peu sucrées (1,53 £ 1,12 g éq. DCO/L)péeormances de production de cette biomasse
sont les plus faibles (0,14 + 0,14 mmol/L/h et 8,D,2 L/L) en comparaison avec les biomasses
'bourbes’ et ‘marcs’. Les écart-types élevés obsguaur cette biomasse sont liés a I'hétérogénéié d
eaux de rincage. En effet, en fonction du mode aipé&e pratiqué par le viticulteur pour rincer les
pressoirs, le volume des eaux de rincage utiligstrpas le méme, ce qui a pour conséquence, de

diluer plus ou moins la teneur initiale en substrat

L'ajout des eaux de rincage réfrigérées aux bourdieigierées n'a pas modifié significativement (p >
0,02 ; t-test) les productivités et les volumesydiogéne produits (en moyenne 6,9 mmol/L/h et 3,3
L/L), contrairement au rendement en hydrogene susignificativement (p < 0,02 ; t-test) plus faibl
gue celui obtenu par la biomasse bourbes réfrigé(espectivement 1,55 + 0,04 et 1,96 + 0,34
mol/mol). Or, on s’attendait a obtenir des perfanoes de production d’hydrogene plus élevées pour
le test ‘bourbes + eaux de ringage’ que pour le‘besirbes’ car la teneur initiale en sucres esspl
élevée. On suspecte alors, que I'ajout des eaundage a la biomasse ‘bourbes’ apporte des micro-
organismes concurrents a la production d’hydrogéaeui est cohérent avec le rendement plus faible
obtenu. L'ajout des eaux de rincage congelées aomrbkes congelées induit des valeurs
significativement plus élevées en termes de prodietet de volume d’hydrogéne produit obtenues
par la biomasse congelée ‘bourbes + eaux de rihgagiesont uniquement liées aux teneurs initiales
en sucres plus élevées (19,5 + 3,6 g €éq. DCO/Lred,8 + 1,6 g €q. DCO/L). Les valeurs de
rendement en hydrogéne sont en effet significatarénfp > 0,05 ; t-test) similaires (en moyenne 1,87

+ 0,13 mol/mol).

Pour les marcs réfrigérés, I'ajout des eaux deagagéfrigérées améliore significativement (p <0,0
t-test) les productivités et les volumes d’hydragémoduit (1,85 + 1,16 mmol/L/h et 0,8 + 0,3 L/L
contre 1,19 mmol/L/h et 0,3 L/L pour les marcs sguhotamment a cause d'une augmentation
significative de la concentration initiale en swc(@,0 g €éq. DCO/L contre 0,3 g ég. DCO/L). Tout
comme cela a été évoqué dans le sous-chapitredemritc@d/.3), la méthode d’extraction des sucres par
ultrasons n’est pas adaptée, ce qui a pour congéguke biaiser les concentrations initiales enesucr
et donc les rendements en hydrogene. Notons cependa le méme protocole d’extraction des
sucres est appliqué. Ceci expliqgue que le bilamégére calculé soit tres largement surestimé (484
%) ; les valeurs de rendements obtenues étantisupEs a la valeur maximale que I'on peut atteindre
in vivo (respectivement 3,66 * 2,32 mol/mol et 14,86 mol/pour les biomasses ‘marcs + eaux de
Rincage’ et ‘Marcs’). Le test d’ajout des eaux deage congelées aux marcs congelés n'a pas été
réalisé. Notons par ailleurs que la congélatiotad@omasse marcs a permis de tripler la produétivi

en hydrogene et de multiplier par un facteur 4,5deime d’hydrogéne produit (respectivement 3,7
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mmol/L/h contre 1,2 mmol/L/h et 1,4 L/L contre Ol3L) notamment grace a une meilleure

conservation des sucres initiaux.

4.1.2 Influence des mélanges de microflores sur le méitahe

La distribution moyenne des métabolites produitsfiende fermentation de chaque biomasse est
représentée sur la figure 107. Les barres d’erreprésentant les écarts-types sur la quantité de
métabolites et de biogaz produit ont été retiré@s plus de lisibilité.
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Figure 107 : Distribution des métabolites et deg geoduits a partir des bourbes (B), des marcs gM)Yles eaux de ringage
(ER) seuls, ou des mélanges ‘bourbes + eaux dageiget ‘marcs + eaux de ringage’ sur des biomasééférées ou
congelées.

Comme précédemment observé, les biomasses deltgpebes’ produisent, sans ajout des eaux de
ringage, majoritairement de I'acétate et du bugyrators que les biomasses de type ‘marcs’ produise
majoritairement de I'acétate et de I'éthanol effgiar avec du butyrate en plus. L'ajout des eaux de
rincage a ces deux types de biomasses ne modifietrga peu ces répartitions. En revanche, on
observe que les eaux de ringage réfrigérées sputeRiisent majoritairement de l'acétate et du
formiate.

L’ajout des eaux de ringage réfrigérées a la bismé®urbes réfrigérées redirige une partie du vésea
métabolique secondaire vers la production d’éthaooit la quantité est 6,7 fois plus élevée. Ceci
explique en partie 'augmentation de Q&oduit (150,6 mmol contre 109,3 mmol) et la diatian du
rendement en hydrogéne obtenu (1,55 + 0,04 moléootre 1,96 + 0,34 mol/mol). En revanche,
'ajout des eaux de ringcage congelées aux bourbagetées n'influence que trés légerement le
métabolisme : Iégere augmentation du butyrate jredudéfaveur de I'acétate et, absence de formiate
produit. Ainsi, la congélation des biomasses int#eedirection du métabolisme vers la production
d’éthanol, comme pour les biomasses bourbes réfégé ce qui explique que les valeurs de
rendements en hydrogéne soient similaires entrerlies’ congelées et ‘bourbes + eaux de rincage’
congelées.
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L'ajout des eaux de rincage réfrigérées aux magfsgérés redirige une partie du métabolisme
primaire vers la voie butyrate (le rapport butytatétate passe de 0,42 a 0,63) et une partie du
métabolisme secondaire vers la voie propionatenfiféade propionate produit 8,8 fois plus élevée).
La congélation des marcs, en revanche, redirige pamée du métabolisme primaire vers la voie
acétate (rapport butyrate/acétate de 0,20) et arie glu métabolisme secondaire vers les voiesteitr
(15,4 fois plus élevé), succinate (4,4 fois ples/€) et propionate (4,0 fois plus élevé) par rapaox

mars réfrigérés.

Conformément a ce qui a été observé dans le samtah 3, la production majoritaire d’acétate et de
butyrate (biomasses ‘bourbes’ et ‘bourbes + eawingage’) indique que I'hydrogéne est produit par
des bactéries appartenant a la fantilestridiaceae alors que la production majoritaire d’acétate et
d’éthanol (biomasse ‘marcs’ congelés) indique quéydrogene est produit par les
Enterobacteriacea€Ainsi, il est cohérent d’attribuer la productiotgtrogéne a la fois aux bactéries
Clostridiaceae et Enterobacteriaceadorsque l'acétate, le butyrate et I'éthanol oné @troduits

majoritairement (biomasse réfrigérée ‘marc + eagixincage’).

4.1.3 Structure des communautés microbiennes par T-RFLP

La structure des communautés microbiennes obtempagtia des biomasses réfrigérées ‘bourbes’ et
‘bourbes + eaux de ringage’ est représentée sfiguee 108. Pour comparaison, les trois cépages

Pinot Gris, Gewurztraminer et Riesling y figurent.
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Les structures des communautés microbiennes olsteaupartir des biomasses ‘bourbes’ sont
globalement similaires a celles obtenues a paesrldomasses ‘bourbes + eaux de ringage’. Dans le
cas du Pinot Gris, on remarque tout de méme queldiféérences. La premiere différence est la
présence de deux populations microbiennes supptéires (218 pb et 224 pb sur hhal) lorsque la
biomasse ‘bourbes’ est utilisée, ce qui est assgrenant étant donné que lorsque I'on utilise les
eaux de ringage pour diluer les bourbes, elles abséntes. La deuxiéme différence concerne les
populations bactériennes majoritaires : 67 pb qitydur alul, et 373 pb sur hhal représententdes d
populations microbiennes majoritaires avec des ddnaces relatives respectives de 32 %, 33 % et 31
% pour les bourbes seules; alors que pour lesbbsuavec eaux de ringage, les populations
microbiennes majoritaires sont 74 pb et 237 pbadul, et 231 pb et 371 pb sur hhal, avec les
abondances relatives respectives de 30 %, 27 %% 87 34 %. Ces différences se refletent sur les

profils de production d’hydrogéne qui different kgaent.

Pour les deux autres cépages (Gewurztraminer eslifjg les structures des populations
microbiennes ainsi que les profils de productiohydrogéne sont quasiment identiques avec une
population microbienne majoritaire : 67 pb sur ahtl 702 pb sur hhal (identifiee comme étant
Clostridium butyricun avec les abondances relatives respectives de BiL48 % pour les bourbes
Gewurztraminer, 61 % et 49 % pour les bourbes & eleurincage Gewurztraminer, 61 % et 59 %

pour les bourbes Riesling et, 81 % et 78 % poubtesbes + eaux de ringage Riesling.

4.1.4 Structure des communautés microbiennes par séqggenca

La classification taxonomique, au niveau de la f@mtcorrespondant aux séquences représentatives
des principaux OTUs des différentes biomassespstsentée sur la figure 109. Le cépage Pinot Gris
a été sélectionné pour représenter les biomasfegerées alors que le cépage Chardonnay Eco-

phytosanitaire a été utilisé pour représenterilen@isses congelées.
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Figure 109 : Classification taxonomique au niveadal&amille, de chaque microflore endogéne appaieraux différentes
biomasses, réfrigérées (a gauche du trait jaunegangelées (a droitel2ro = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Gam =
Gammaproteobacteria ; Bac = Bacilli ; Clo = Clostial; Enb = Enterobacteriales ; Spo = Sporolactodkdes ; Lac =
Lactobacillales ; Clol = Clostridiales.

Conformément a l'analyse des meétabolites produikstridiaceae est la famille majoritaire
constitutive des biomasses réfrigérées et congdéesbes’ et ‘bourbes + eaux de rincage’ avec des
abondances relatives comprises entre 64,4 % et%4)3ajout des eaux de ringcage réfrigérées aux
bourbes réfrigérées augmente I'abondance relagvéa damille Enterobacteriaceaé+ 16,5 %), au
détriment de la familleEnterococcacead- 14,3 %). L'ajout des eaux de rincage congelées a

bourbes congelées ne modifie que trés peu la steugticrobienne au niveau de la famille.

De maniére surprenante, la classification taxonamide la biomasse réfrigérée ‘marcs’ (issu des
vendanges 2014) est proche de celle de la biorméfsgerée ‘bourbes’ ; on observe en effet méme
dans I'échantillon congelé issu des vendanges 2A0ieglabondance relative conséquente (42,5 %) de
la famille Clostridiaceaecontrairement a celui issu des vendanges 2013 Ipquel I'abondance est
tres faible (0,4 %) et représentative de la biomdssarcs’ habituellement obtenue. Ainsi, cette
classification taxonomique obtenue pour les ma@$42est une caractéristique ponctuelle liée a
'année de vendange. Il est donc difficile de corapalirectement I'effet de I'ajout des eaux de
rincage réfrigérées aux marcs réfrigérés. En rdv@non peut tout de méme remarquer, que la
congélation des marcs augmente considérablemenibonitlance relative de la famille
Enterobacteriaceaét+ 49,4 %) au détriment des famillefostridiaceag-28,5 %) etEnterococcaceae

(-18,1 %).

Afin de déterminer I'impact de I'ajout des eauxrieage aux différentes biomasses, I'affiliatiors de

especes ou des genres aux séquences représertdaiv@IUs est représentée dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Affiliation des séquences majoritaid®8DN codant pour I’'ARNr 16S obtenues par séqueagagartir des
échantillons prélevés a 24h de fermentation déérdifts tests.

B B + ER M M + ER B B+ER M M M

Similarité . pG  PG2014 PG2013 | ChEP ChEP ChEP PG2014 PG2013

Clostridium spp. (roseum,

. e e . . . 99,5% 33,7% 25,1% 34,8% 39,4% | 455% 30,9% 0,4% 33,8% 0,3%
diolis, beijerinckii, butyricum)

Clostridium intestinale 99,6% 1,5% 1,9% 35,1% 0,3% [382% 42,0% <0,1% 6,1% <0,1%
Clostridium sp. 98,7% 19,9% 39,6% 11%  01% | 16% 72% -  25% <0,1%
Clostridium pasteurianum 100,0% 9,2% 1,1% <0,1% <0,1% | 1,0% 2,8% <0,1% <0,1% <0,1%
Enterococcus villorum 98,7% 15,8% 1,5% 21,1% 0,6% 12,1% 9,6% - 3,1% <0,1%
f::ﬂ’::;‘;ﬁ:cmus 100,0% 132% 7,8% <01% <0,1% |02% 40% - <01% 0,3%
WG B IO R 99,6% 56% 22,1% 19%  54,8%  09% 03% 989% 51,3% 98,0%

Proteus

Les quatre espéces représentées par la fa@litigtridiaceaesont Clostridium spp (roseum, diolis,

beijerinckii, butyricum), Clostridium intestinal€Jostridiumsp. et Clostridium pasteurianum.

L'ajout des eaux de rincage réfrigérées aux boumgfsgérées inverse la dominance et sous-
dominance des phylotypes majoritaires appartenala famille Clostridiaceae. Clostridiunspp
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricungst I'espéce dominante (37,7 %),@&bstridiumsp souche
sous-dominante non encore identifiee (19,9 %) drsles réfrigérées ; alors q@ostridium sp
devient le phylotype dominant (39,6 %)@bstridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum),
celui sous-dominant (25,1 %) en présence des eauxgchge. Lorsque les biomasses sont congelées,
on assiste également a une inversion de la donefsoes-dominance, mais avec des phylotypes
différents. Les bourbes congelées sont constitdéeméme phylotype dominant que les bourbes
réfrigérées Clostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricundvec une abondance relative de
45,5 %, et, 'espece sous-dominante @kistridium intestinalg(38,2 %). A l'inverse,Clostridium
intestinaledomine (42,0 %) e€lostridiumspp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricungpus-domine

(30,9 %) lorsque les eaux de ringage congeléesagauiées aux bourbes congelées.

Ces deux derniéres especes constituaient égaldegmiactéries majoritaires co-dominantes de la
biomasse ‘marcs’ réfrigérés issue des vendange$ @18 % et 35,1 %) avec en plEsterococcus
villorum (21,1 %). On remarque que la biomasse ‘marcs + dauicage’ issue des vendanges 2013
est également constituée des phylotypes domikifisiella/Enterobacter/Proteu$4,8 %) et sous-
dominantClostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricuni39,4 %), de maniere similaire aux

marcs congelés issus des vendanges 2014 (respeetitjes1,3 % et 33,8 %).

4.1.5 Discussion

Les performances de production d’hydrogene ont geda voir I'influence de la perturbation biotique
liée a I'ajout des eaux de rincage aux différertimsnasses. Outre la différence de concentration
initiale en sucres entre les biomasses justifimst différences de productivités et de volumes

d’hydrogéne produit, seul le rendement en hydrogepermis de mettre en évidence que : I'ajout des
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eaux de rincage réfrigérées aux bourbes réfrigéndgacte négativement et de maniére significative
le rendement en hydrogene (diminution de 21 %)jnelmisant la consommation d’'une partie des
sucres vers des voies non productrices d’hydrogdaes que I'ajout des eaux de rincage congelées
aux bourbes congelées n'ont pas d'effet sur leeemht en hydrogéne. L’'analyse des métabolites
confirme ces deux observations. En effet, la pbation biotique (liées a I'ajout des eaux de rimgag
réfrigérées) redirige une partie du métabolisme \ewoie éthanolique co-productrice de dioxyde de
carbone (équation 9), d’ou le rendement en hydregdus faible (1,55 + 0,04 mol/mol contre 1,96 +
0,34 mol/mol pour les bourbes seules), et la dititonudu rapport HCO, observée (0,64 + 0,04

contre 0,86 = 0,06 pour les bourbes seules).

CoHy,06 — 2CH5CH,0H + 2C0, (AG, = —164,8 kJ /mol) )

Toutefois, I'analyse des structures de populatlmnstériennes par T-RFLP ne permet pas d’attribuer
I'émergence d’'une nouvelle population liée a latyrbation biotique des bourbes réfrigérées (Pinot
Gris, Gewurztraminer et Riesling), alors que lesfifg de production de biogaz montrent clairement

I'excés de dioxyde de carbone produit pendant begpibmieres heures de fermentation en présence
des eaux de rincage. Un exemple de profil de ptomtude biogaz est représenté dans la figure 110,

pour le cépage Gewurztraminer.
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Figure 110 : Influence des eaux de ringage surtdilpde production de biogaz pour les bourbes (Geatvaminer) avec (a)
et sans (b) ajout des eaux de ringage.

Les biomasses étant issues de la viti-vinicultams avons émis I'hypothése suivante : I'excés de
dioxyde de carbone produit n'étant pas expliqué pae différence de microflore bactérienne,
provient-il d’'une activité liee a la présence depuydations levuriennes ? Des analyses PCR-ITS
réalisées par I'Université de Bourgogne, ont révélgrésence d’espéces de levures communes aux
bourbes et aux eaux de rincage, et qui produisemntd®thanol et mais de l'acétate d'éthyle et de
I'acétaldéhyde (Ribéreau-Gayenhal, 2012) telles quelanseniaspora guillermondau uvarum mais
également des especes fermentaires (productriéisadol) supplémentaires présentes dans les eaux
de rincage, telles queaccharomyces cerevisiaeSaccharomyces partorianosl bayanésMéme s'il

est rare de retrouv&accharomyces cerevisiaar les baies de raisin (et cela ne signifie peallg en

soit totalement absente), aprés quelques jourseddanges ces levures envahissent le matériel et
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notamment les pressoirs (Ribéreau-Gagbal, 2012). Cette espece est notamment responsalde de
production éthanolique au cours de la vinificatiéguation 12). Sur nos profils de production de,,CO
on observe que les levures sont inhibées a partitOdh de fermentation puisque c’est a ce moment
gu’il n’y a plus d’excés de CQproduit. La raison de cette inhibition reste imtétinée mais plusieurs
hypothéses peuvent étre formulées : (i) les levsoas inhibées par des bactériocines libérées @err
al., 1999) par de nombreux micro-organismes tels Eogrococcus Clostridium ou certaines
EnterobacteriaceadEscherichia, Klebsiella,).; (i) les levures sont inhibées par des molétule
libérées par la biomasse au cours de la fermenttltes que les furfural et hydroxy méthyl furfiura
les acides faibles et les composés phénoliqueskét al, 2004 ; Almeidaet al, 2007). Par ailleurs,
I'analyse de séquencage a montré que la perturbaiotique influencait la structure bactérienne. En
effet, 'ajout des eaux de ringage a engendré owmersion des espéces domina@lestridiumspp
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgt sous-dominanteéClostridium sp, et I'émergence des
Enterobacteriaceaen défaveur des bactéries lactiques. Ces changemberstructures microbiennes

n’'ont pourtant pas affecté de facon significativeriétabolisme global.

En ce qui concerne l'ajout des eaux de ringcage eléeg aux bourbes congelées, les profils de
production de biogaz n'ont pas montré d'excés dexydie de carbone produit, ni 'analyse de
métabolites, un excés d’éthanol produit, ce quiligdp la similarité des rendements en hydrogene
obtenus (1,78 + 0,18 mol/mol pour la biomasse cléegbourbes + eaux de ringage’ contre 1,96 +
0,23 mol/mol pour la biomasse congelée ‘bourb&sgki est expliqué par la sensibilité des levurkes a
congélation. Le séquencage a également confirnmmmainfluence de I'ajout des eaux de rincage

congelées aux bourbes congelées au niveau deitause bactérienne.

Les marcs réfrigérées avec ou sans eaux de ringagkisent également un exces de dioxyde de
carbone (rapport final ##CO, respectifs de 0,42 + 0,11 et 0,48) en début dadatation (figure 111),
accompagné d’une production d’éthanol (9,7 + 6,20 4,1 mmol).
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Figure 111 : Influence des eaux de ringcage surtdipde production de biogaz pour les marcs (Pits) avec (a) et sans
(b) ajout des eaux de ringage.

Les levures fermentaires provenant essentiellechemiressoir, il serait donc normal de retrouver ces

micro-organismes sur les marcs. Des analyses ITS{f#mettraient de confirmer ces hypothéses. Le
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séquencage a montré que la biomasse réfrigéréecsmar eaux de rincage’ était composée
majoritairement des bactéries entériqueCaistridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum).

Ceci est cohérent avec les métabolites majoritpireduits (acétate, butyrate et éthanol).

4.1.6 Conclusion

La possibilité d'utiliser les eaux de ringage desspoirs avec d’autres biomasses présente plusieurs
avantages. D’une part, cela permet une valorisa@mergétique des eaux de rincage, déchet dont le
volume produit est important et que les viticulgedoivent traiter. D’autre part, en fonction de sa
concentration en sucres qui peut varier en fonaiormode opératoire pour le rincage, I'association
de ce déchet a la biomasse bourbes permet, au nadeuéliorer la production d’hydrogéne et, tout
au moins, d’'obtenir une production en hydrogeneivédgnte si les eaux de rincage n’étaient pas
utilisées. Ces résultats sont donc au bénéficeetie aption permettant une économie d’eau en intran
sur le procédé. Au niveau microbiologique, I'ajdes eaux de ringage aux bourbes modifie une partie
de la structure des communautés bactériennes,egebmt pas les bactéries productrices d’hydrogéne
sans avoir d'impact sur le métabolisme global (\aiétate et butyrate). En revanche, le désavantage
est que les eaux de rincage apportent des levoodsigirices d’éthanol, consommatrices de substrat,
qui font chuter le rapport #CO, et le rendement en hydrogene de 30 %. Il est ddnessaire
d’effectuer un prétraitement sur les eaux de riacafin d’inhiber les levures et ainsi, de s’affiainc

de I'excés de C@et d’éthanol produit. La congélation est une tépi qui répond a I'objectif mais
dont la mise en ceuvre a plus grande échelle que dal laboratoire, reste complexe et surtout
énergivore. L'ajout d’inhibiteurs chimiques est egaent possible & condition d’inhiber uniquement
les levures et non les bactéries productrices ddg@he, mais reste cependant un codt non

négligeable pour une transposition a grande échelle

En ce qui concerne I'ajout des eaux de ringagenaarcs, son influence n’est pas clairement établie
par manque de données suffisantes. En effet, fé&radices microbiologiques observées entre les
marcs congelés issus des vendanges 2013 et 20tkinament montré une composition microbienne
différente : ceux de 2013 étaient composés maijaiteent desEnterobacteriaceag(98,0 %)
conformément aux marcs des différents cépageséstuldins le sous-chapitre 3 alors que ceux issus
des vendanges 2014 sont composés co-majoritairedenEnterobacteriaceag51,3 %) et des
Clostridiaceag(42,5 %). Des tests de fermentation supplémentaingasrtir des marcs réfrigérés avec
ou sans eaux de ringage issus d’'une méme annéendange seront nécessaires et permettront de
confirmer ou non les performances de productiogdifdgéne et les métabolites produits obtenus. Des
analyses de séquencage sur la structure des popslahicrobiennes et des analyses ITS-PCR
complémentaires sur la microflore levurienne présesur les marcs et les eaux de rincage seront

nécessaires afin de mieux comprendre I'impact getturbation biotique.
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4.2. Influence des caractéristiques endogéenes liées anirmasses ‘gateau’ et ‘lies’ sur la
production d’hydrogéne

4.2.1 Influence des biomasses ‘gateau’ et ‘lies’ sur lpsrformances de production
d’hydrogéne

Le gateau de filtration est le rétentat issu dusgage des bourbes sur un filtre presse. Les lies
représentent le résidu solide extrait lors de pétale vinification. Les biomasses testées ont été
stockées a -20°C. La figure 112 représente lesopeainces de production d’hydrogéne des
différentes biomasses. Les performances moyenrie&é@palculées sur les bourbes et les marcs (tous
cépages confondus), et ont été comparées aux saleigues obtenues par le gateau et les lies de
cépage Riesling (Alsace) issus des vendanges 2014.
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Figure 112 : Performances de production d’hydrogeb&enues a partir des différentes biomasses :ymtndté (a),
production (b) et rendement (d) en hydrogene, etentration en substrat (c).

Il est important de rappeler que la productivitéagbroduction d’hydrogéne sont notamment corrélées
a la teneur initiale en sucres d’'aprés le chapuréiinsi, la biomasse ‘gateau’ pour laquelle lagar
initiale en sucres (figure 112c) est similaire dil@masse ‘marcs’ (respectivement, 8,88 g éq. DCO/L
et 9,71 £ 2,77 g ég. DCOI/L), a obtenu une prodiétiffigure 112a) deux fois plus faible (1,8
mmol/L/h) que celle obtenue par la biomasse ‘mameais un volume d’hydrogéne produit (figure
112c) équivalent (1,5 LikaciewrSOit 20,1 L/Kgaeavcontre 1,4 * 0,3 LllsacteurSOit 20 £ 4 L/K@harcy. CeCi

explique donc les rendements en hydrogéne (figli2elYlsimilaires obtenus pour ces deux biomasses
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(respectivement 1,32 mol/mol et 1,26 + 0,29 mol)mioks performances de production en hydrogéne
obtenues par la biomasse ‘gateau’ sont donc bfériénres a celles de la biomasse ‘bourbes’ laguell

ayant une teneur initiale en sucres presque deaxstmpérieures. Il est important de rappeler que la
biomasse gateau est le résidu solide issu du pessas bourbes. Les sucres assimilables étant
solubles, il ne reste que trés peu de substrat léarésidu solide, ce qui explique les performances

plus faibles obtenues par le gateau par rapporbaurbes.

En tenant compte de la teneur initiale en sucreldBomasse ‘lies’ qui est trés faible (0,2 g éq.
DCOI/L), la productivité en hydrogéne obtenue dépdagement nos attentes. Plus concrétement, la
productivité est aussi élevée que celle de la bssmagateau’ (1,8 mmol/L/h) et, malgré une
concentration en substrat 41 fois inférieure, line de production n'est que deux fois plus faible
que cette derniere biomasse (0,7 LdkeuwrSOIit 9,4 L/Kkges). Le rendement en hydrogéne obtenu par les
lies (50,25 mol/mol) étant trés largement supériaurrendement théorigue maximial vivo (4

mol/mol), cela signifie que les lies contiennerdudies matieres métabolisables que les sucres.

4.2.2 Influence des biomasses ‘gateau’ et ‘lies’ sur &aholisme

La distribution des métabolites produits en finfelenentation de chaque biomasse est représentée sur
la figure 57. Seuls les métabolites produits psubleurbes et les marcs sont des moyennes, cependant
les barres d’erreur ne sont pas représentées peuplus grande lisibilité. Le bilan de matiere aédc

pour les biomasses « gateau » et « lies » sonégeprés en annexe 9. La valeur obtenue pour la

biomasse « gateau » est de 130 %, ce qui s’expigude relargage de tartrate de la biomasse solide

au cours de la fermentation.
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Figure 113 : Distribution des métabolites et deg geoduits a partir des différentes biomasses.

Les métabolites primaires majoritairement prodsdst I'acétate aussi bien pour la biomasse gateau
que pour la biomasse ‘lies’ (respectivement, 82j8omet 37,8 mmol). Ceci est surprenant car
I'acétate est généralement accompagné du butyaate ld cas des bourbes, ou d'éthanol dans le cas
des marcs, a des quantités proches. La quantiée tde métabolites secondaires produit par la
biomasse gateau (82,9 mmol) est 5,4 fois plus élgué celle de la biomasse ‘bourbes’ (15,2 mmol),
4,1 fois plus élevée que celle de la biomasseg@@sl mmol) et 3,4 fois plus élevée que la biomasse
marcs (24,0 mmol). Les métabolites secondairescipatement produits sont: le succinate (28,2
mmol) et le formiate (20,2 mmol) pour la biomasgétéau’ et, 'hexanoate (18,1 mmol) pour la
biomasse lies. Par ailleurs, on remarque que latg@ale tartrate consommée a partir de la biomasse
‘gateau’ est 4,3 fois plus élevée que celle deghmsuet 2,6 fois plus élevée que celle des lies. En
revanche, la biomasse ‘lies’ est la seule biomgssgisiblement consomme 57 % de I'éthanol initial
présent (243,7 mmol/L).
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4.2.3 Structure des communautés microbiennes par séqgenca

La structure des communautés microbiennes a étfysampapar séquencage et la classification
taxonomique au niveau des familles est représextéla figure 114. Les bourbes, le gateau et ées |i

sont issus des vendanges 2014 et du cépage Riesling

B = e
I
80% - - Mineures

M Pro:Gam:Enb:Enterobacteriaceae

100%

60%
Fir:Bac:Spo:Sporolactobacillaceae

40% M Fir:Bac:Lac:Enterococcaceae

Fir:Clo:Clo1:Clostridiaceae
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20% -

0% T T
Bourbes Gateau Lies
Figure 114 : Caractérisation des structures miceines, au niveau de la famille, de chaque micrefeardogeéne
appartenant aux biomasses congelées bourbes, gétdas.Pro = Proteobacteria ; Fir = Firmicutes ; Gam =
Gammaproteobacteria ; Bac = Bacilli ; Clo = Clostial; Enb = Enterobacteriales ; Spo = Sporolactodkdes ; Lac =
Lactobacillales ; Clol = Clostridiales.

Le séquencage indique que les biomasses ‘gatedig’seont une composition similaire a la biomasse
‘bourbes’ : elles sont constituées de la famillend@mnteClostridiaceae(respectivement, 62,9 % et
81,1 %) et des deux familles plus minoritaifesterobacteriaceaérespectivement, 9,8 % et 6,5 %) et
Enterococcaceagrespectivement, 24,5 % et 4,9 %). En revanchéaralle Sporolactobacillaceae
reste treés minoritaire (abondance relative < 0,4AR4artir de la classification taxonomique au @aive
des familles, les biomasses ‘gateau’ et ‘lies’ socomparables a la biomasse ‘bourbes’; restent a
identifier les espéces bactériennes constitutiveslad famille pour confirmer ou infirmer cette

hypothése.

Le tableau 16 représente l'affiliation des séquenmeprésentatives des OTUs majoritaires a I'espéce
ou au genre bactérien le plus proche.
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Tableau 16 : Affiliation des séquences majoritail&sDN codant pour ’ARNr 16S obtenues par séquengagartir des
échantillons prélevés a 24h de fermentation déérdifts tests.

Similarité Bourbes Gateau Lies
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, butyricum) 99,5% 30,7% 61,0% 40,9%
Clostridium intestinale 99,6% 8,5% 0,4% 33,7%
Clostridium sp. 98,7% 6,5% 0,1% <0,1%
Clostridium pasteurianum 100,0% 25,2% 1,3% <0,1%
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 0,1% <0,1% 6,5%
Enterococcus villorum 98,7% 12,5% 24,5% 4,9%
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 5,8% 0,4% <0,1%
Klebsiella/Enterobacter/Proteus 99,6% 8,3% 6,5% 9,8%

La biomasse gateau est constituée d’'une strucitomgles d’espéces bactérienne€lostridium spp
(roseum, diolis, beijerinckii, butyricun®st 'espece dominante avec une abondance reldivél,0

%, Enterococcus villorunest I'espéce sous-dominante (24,5 %)X-mterobacteriaceaest la famille
majoritaire principale (6,5 %), les autres espéung®ritaires ont une abondance relative inférigure
1,3 %. La biomasse lies, a quant & elle, une streicin peu plus complexé€lostridiumspp (roseum,
diolis, beijerinckii, butyricum)et Clostridium intestinalesont les especes co-dominantes avec les
abondances relatives respectives de 40,9 % et 33, Enterobacteriacege Clostridium spp.
(sartagoforme, tertium)et Enterococcus villorumsont les trois especes/familles minoritaires

principales (respectivement, 9,8 %, 6,5 % et 4,9 %)

Il apparait clairement que les biomasses gateliesaint une structure microbienne proche de clidle
la biomasse bourbes. La biomasse gateau étargithi réolide issu du pressage des bourbes, il n'est
donc pas surprenant que la structure microbientenab soit proche de celles des bourbes. Quant aux
lies (particules en suspension constituées esientent de levures récupérées dans les cuves en fin
de fermentation), il est surprenant de voir qustdacture microbienne obtenue lors de la fermeorati
obscure soit similaire a celle des bourbes, autnédig la microflore bactérienne endogéne estlgiab

méme apres prolifération des levures.

4.2.4 Discussion

Le sous-chapitre précédent a montré la relatioredatprésence delostridiumspp (roseum, diolis,
beijerinckii, butyricum)et la production d’hydrogéne produit. On remarque tabondance relative
de cette espéce dans la biomasse gateau est d¥6ae0qui est le double de celle des bourbes (30,7
%), sans pour autant obtenir un rendement en hgdeogquivalent aux bourbes. L’abondance relative
de l'espece productrice d’hydrogene dans la biomédes’ de 40,9 %, légérement plus élevée que
celle des bourbes, met en évidence la capacité etie @spece a métaboliser des matieres
fermentescibles (protéines, ...) autres que le saltble.

Un autre critére mis en évidence dans le chapifredt la concentration initiale en sucres: plus la
quantité est importante et plus le volume d’hydregeroduit sera élevé. C’est pourquoi, il semblait

logique que la biomasse gateau dont la concentratitale en sucres est similaire a celle des marc
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produise le méme volume d’hydrogéne que la biomasaes. Or, on a remarqué au paragraphe
4.3.2., une différence au niveau de la quantitgléade métabolites produits et de la composition de
ces métabolites. En effet, la biomasse gateau ftrada quantité totale de 165,2 mmol contre 41,0

mmol pour la biomasse marcs. La figure 115 reptédes concentrations en meétabolites et en sucres
ainsi que le volume de biogaz produit en coursed@éntation.
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= )
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£ 4,0 — MlIsoValérate
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b 30 ¢ .
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Figure 115 : Concentration des métabolites et deses au cours de la fermentation des biomassesagétt lies.

La relation entre la quantité initiale (ou a 24ehfdrmentation pour les biomasses solides) deatartr
et la quantité totale de métabolites produits avése en évidence : plus la quantité initiale (R#ah

de fermentation) en tartrate est élevée, et plagsidantité totale de métabolites produits est ingrde,

les lies étant mises a part a cause de la préseitiede d’éthanol. Il est certain que la totalilés
métabolites n’est pas uniqguement due au tartraéés bien évidemment aussi aux sucres. Le test de
Pearson a permis d’établir une corrélation positbignificative (r = 1,000 ; 0,005) sur trois
observations entre la somme des quantités init@éesucres et de tartrate et la quantité totale de
métabolites produits (figure 116).

250,0
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Quantité totale de métabolites produits (mmol)

0,0 T T T T
0,0 25,0 50,0 75,0 100,0 125,0
Quantité initiale (tartrate + sucres) (mmol)

Figure 116 : Quantité totale de métabolites prodaiti cours de la fermentation des biomasses bougésau et lies, en
fonction de la quantité initiale sommée de tartratele sucres.
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Selon Radleet al. (1972), le tartrate peut étre converti en acétatactate patactobacillus lactis
(équation 13), ou en acétate et succinatd_patobacillus brevigéquation 14). Tabachnick & Vaughn
ont découvert en 1948, la capacité de certa@lestridium telles queClostridium butyricumou
Clostridium beijerinckii & convertir le tartrate en acétate (équation 18¢caco-production

d’hydrogéne (rapport $#CO, = 0,5) et parfois, en acétate et butyrate (égnét®) (rapport HCO, =

0,42).

2HOOC(CHOH),COOH — CH;CHOHCOOH + CH,COOH + 3C0, + 1H,0 (13)
3HOOC(CHOH),COOH —» HOOC(CH,),COOH + 2CH;COOH + 4CO0, (14)
HOOC(CHOH),COOH — CH;COOH + 2C0, + H, (18)
12HOOC(CHOH),COOH — CHyCH,CH,COOH + 10CH;COOH + 24C0, + 10H, + H,0 (19)

La quantité de lactate produite étant faible owistante, dans le cas du gateau et des lies, la
conversion du tartrate en lactate est exclue. #anehe, il n'est pas exclu que le tartrate soitveotn

en acétate et succinate, et/ou en acétate et tmjtywampte tenu des quantités produites de ces
métabolites par les biomasses ‘gateau’ et ‘lies,.|©séquencage a montré I'absencdadeobacillus
brevis mais la présence d’'une autre bactérie lactigoierococcus villorumCette espéce n’est pas
connue dans la littérature pour convertir le téetranais I'abondance élevée de cette espéce dans la
biomasse ‘gateau’ est remarquable. De plus, I'es@dastridium spp (roseum, diolis, beijerinckii,
butyricum)est présente également dans toutes les biomassesst de Pearson a permis d’établir une
corrélation positive significative (r = 0,991 ; @)Osur quatre observations entre la somme des
abondances relatives des espé&isstridium spp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricumgt

Enterococcus villorumet la quantité de tartrate initiale (figure 117).

90%

Somme abondance relative
[e)]
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x
1
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Figure 117 : Somme des abondances relatives deri@iosh spp. (roseum, diolis, beijerickii, butyrichet Enterococcus
villorum en fonction de la quantité initiale de tia@te.

Les rapports butyrate/acétate (respectivement, &, 0215 pour les biomasses ‘gateau’ et ‘liesTest
rapports H/CO, (respectivement, 0,34 et 0,37) étant faibles, galalans le sens de I'équation qui
convertit le tartrate en acétate et butyrate paguélle les rapports butyrate/acétate £€B, sont de

0,10 et 0,42. De plus, si I'on calcule un nouvesport théorique H(10*tartrate consommé/12) pour
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les biomasses ‘gateau’ et ‘lies’, on obtient lesut@ts respectifs suivants : 0,92 et 1,02, cesigmifie
que I'hydrogéne produit est en partie expliqué lpavoie de consommation du tartrate. Le rapport
théorique H/(10*tartrate consommé/12) obtenu est plus pertipenr les biomasses ‘gateau’ et ‘lies’

gue le rapport H[2*(butyrate + acétate)] dont les résultats sespectivement de 0,23 et 0,22.

La biomasse ‘lies’ est particuliere car elle camtiene quantité initiale quasiment nulle de su¢de2

g égq. DCOI/L), une quantité initiale d’éthanol élev@ 70,6 mmol), dont une grande partie (97,3
mmol) est consommeée, et en plus, une quantit@liaién protéines solubles 2,9 fois plus élevées que
les bourbes du méme cépage (respectivement 31,4 md@L contre 10,9 = 0,4 mg/L). En effet, les
lies se composent majoritairement de débris célidaet intracellulaires, d’enzymes hydrolytiqués e
de biopolyméres libérés par l'autolyse des levysensdant la maturation (Pérez-Serradilla & de
Castro, 2008). A cette composition initiale aty@gs’ajoute les productions particulieres d’hexamoa
(18,1 mmol) en fin de fermentation et de propior(&@20 mmol) & 24 h de fermentation. Au niveau
microbien, le séquengage a montré que la seuleegpésente dans les lies et quasiment absente des
autres biomasses eStostridiumspp (sartagoforme, tertiumqvec une abondance relative de 6,5 %.
Or, ces espéces ne sont pas connues pour métald@tisanol ou les protéines, ni de produire de
I’'hexanoate Clostridium kluyveriiest capable d’oxyder I'éthanol et I'acétate enameate (équation

4) (Barkeret al., 1945), mais le séquencage n'a pas permis d'identifette bactérie. La possibilité
gue certaines bactéries aient acquis au coursnojostda capacité de convertir I'éthanol en hexamoat

n'est pas a exclure.

2CH;CH,0H + CH3;COOH — CH4(CH,),COOH + 2H,0 (4)

4.2.5 Conclusion

Les premiers essais de production d’hydrogéne &ir pdes biomasses ‘gateau’ et ‘lies’ sont
prometteurs. En effet, méme si les volumes d’hy@inegproduit par ces biomasses sont inférieurs a

ceux obtenus par la biomasse ‘bourbes’, ils ne pastnégligeables : respectivement, 53Kgwy

pour les biomasses ‘gateau’ et ‘lies’ ce qui estsplaible que la biomasse ‘bourbes’ (308 * 6

Ln,/kguy) mais eéquivalent a la biomasse ‘marcs’ (56 #.4HKgwy). Il est important de rappeler que la

biomasse ‘lies’ était tres faiblement chargée emexu(0,2 g éq. DCO/L) mais la teneur en protéines
était trois fois plus élevée que celle des boutheméme cépage (31,6 + 0,4 mg/L contre 10,9 + 0,4
mg/L). Cette étude a notamment mis en évidenceolaversion du tartrate pour la production

d’hydrogéne, ce qui est novateur dans le domain& dermentation obscure, qui jusqu’'a présent
considérait les sucres comme principal substrat [@subactéries productrices d’hydrogéne. D’autres
tests de fermentation sont tout de méme nécesgamresconfirmer cette hypothése et optimiser au

mieux les performances de production d’hydrogeparéir de ces biomasses.
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5. Conclusion

L’étude de l'influence des caractéristigues endegéliées aux biomasses congelées ‘bourbes’ et
‘marcs’ a montré que le cépage et le mode de eullimpactaient pas directement la production
d’hydrogéne. C’est surtout la teneur initiale eores différente d'un cépage a I'autre qui se ragerc
sur la production et la productivité en hydrogdres teneurs initiales en sucres sont compriseg entr
11,7 et 17,2 g égq. DCOI/L pour la biomasse ‘bourlstséntre 6,8 et 13,8 g €g. DCO/L pour la
biomasse ‘marcs’, ce qui a notamment permis d’'gueli les volumes d’hydrogene produit pour
lesquels les valeurs étaient comprises entre 24646t/ sactenr(SOit 35,7 — 62,3 Llbeurmed €t 1,1 €1 1,8

L/L reacteur (SOIt 15,2 — 24,6 Likare9 @insi qu’en partie les productivités en hydrogener lesquelles

les valeurs étaient comprises entre 2,1 et 6,5 fwhopour les bourbes et entre 2,9 et 4,8 mmol/L/h
pour les marcs. La comparaison des performancesodieiction d’hydrogéne des bourbes d’Alsace et
de Bourgogne a permis d'établir une corrélatiorrecft teneur en fer de la fraction totale de la
biomasse et la productivité, permettant notamméexptiquer les différences de productivités en
hydrogene obtenues par ces deux terroirs. La diff& de rendements en hydrogene obtenue entre les
biomasses ‘bourbes’ et ‘marcs’ (respectivemenZ 9,27 mol/mol et 1,25 + 0,21 mol/mol) peut en
partie étre expliquée par la différence de protedilisé pour déterminer la teneur initiale enrsac
mais surtout par le fait que les bactéries ide¥gsipar séquencage soient différentes engendrant un
réseau métabolique différent. En effétpstridiaceaeest la famille majoritaire (entre 62,5 % et 90,7
%) identifiée dans les bourbes, laguelle utilisgami@irement les voies butyrate et acétate, ajoes
dans les marc&nterobacteriaceaeest la famille majoritaire identifiée (entre 980 et 99,8 %)
utilisant les voies acétate et éthanol. Ces résemétaboliques utilisés ont notamment permis
d’expliquer les plus faibles rapports molaires/G0, obtenus par les marcs (0,66 + 0,10)

comparativement aux bourbes (0,92 + 0,04).

L'étude des performances de production d’hydrogéoienues a partir de biomasses ‘bourbes’ et
‘marcs’ issues de vendanges différentes a monteévaniabilité plus prononcée pour la biomasse
‘marcs’ que la biomasse ‘bourbes’ au niveau deolapmsition majoritaire des métabolites produits
(présence de butyrate) notamment expliquée pacomgposition microbienne différente (abondance
relative deClostridiaceaede 33,8 %). L'étude de l'influence des matiérgadicellulosiques (rafles)

au niveau des marcs n'a pas réveélé d'inhibitiodadproduction d’hydrogéne puisque les profils de
production d’hydrogéne ainsi que les structurespigmilations microbiennes obtenues par T-RFLP

étaient tres similaires.

L’étude de I'ajout des eaux de ringage a la biomassurbes’ a permis de mettre en évidence que
I'excés de C® produit lorsque les biomasses sont réfrigéréesli@€sd la présence de levures
productrices d’éthanol dans les eaux de rincag@étées, diminuant ainsi le rapport molairgG0o,

a une valeur de 0,64 + 0,04. La sensibilité deark=va la congélation a permis en revanche d’'éviter
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ce phénomene, le rapport/B0O, obtenu par le mélange des biomasses congeléedédsot eaux de
rincage’ étant similaire a celui des bourbes cakgglrespectivement, 0,95 + 0,03 contre 0,90 £0,03
En revanche, la méme étude réalisée sur les margas clairement établi I'influence du mélange de
ces biomasses notamment a cause des différencediiogiques des marcs provenant de vendanges

différentes.

Enfin, I'étude de la production d’hydrogéne a paiti gateau de filtration et des lies de vin a ems
évidence des caractéristiques endogenes différetdebiomasse ‘gateau’ est caractérisée par une
teneur initiale en tartrate élevée (79,1 mmol/L)laetbiomasse ‘lies’ par des teneurs initiales en
protéines (31,6 £ 0,4 mg/L) et en éthanol (243, 7o) élevées et une faible teneur initiale en sacr
(0,2 g ég. DCOI/L). De plus, les faibles rapportdaines butyrate/acétate (respectivement, 0,12 et
0,15) et H/CO,(respectivement 0,34 et 0,37) obtenus pour ces tmasses témoignent d’'une
utilisation de voies meétaboliques différentes déeseutilisées par les biomasses ‘bourbes’ (en
moyenne 1,35 + 0,52 et 0,90 + 0,06 pour les rappordlaires butyrate/acétate et/€0O.) ou
‘marcs’(en moyenne 0,20 £ 0,17 et 0,63 + 0,10 pesirapports molaires butyrate/acétate £€B,).

Les lies ont notamment produit deux métabolitepkupentaires par rapport aux autres biomasses :
I’hexanoate et un autre métabolite non encore i@t ce jour. A partir de I'analyse des métaladit
produits en cours de fermentation, nous avons itéen’hypothese que I'hydrogene est produit via
la dégradation du tartrate. Le séquencage a pedmisnettre en évidence le genre microbien
majoritaire identifiéClostridiumspp (roseum, diolis, beijerinckii, butyricunavec 61,0 % et 40,9 %

d’abondance relative pour les biomasses ‘gatedliest

A travers les différentes études de ce chapitras ravons pu montrer que le type de biomasse est la
principale caractéristique endogéne qui influe layproduction d’hydrogéne, non seulement par ses
teneurs initiales en sucres, en tartrate et eréipes, mais également par leur microflore endogene
(bactérienne et levurienne) qui oriente le métabodi global. Si la biomasse ‘bourbes’ permet
d’obtenir les volumes d’hydrogéne produit et lesdements les plus élevés, il n’en reste pas moins
que les biomasses ‘marcs’, ‘gateau’ et ‘lies’ ontfort potentiel, qu’il est nécessaire d’optimisiea.

combinaison de différentes biomasses est une des possibles d’optimisation.
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Dans un contexte de transition énergétigue et Bvemntée en puissance des énergies renouvelables,
ce travail de recherche s’inscrit dans la dynamidesplorer la potentialité de nouvelles biomasses
pour la production d’'un vecteur énergétique propingdrogene, dans le but ultime de développer un
procédé de production continue d’hydrogéne pourdetps valeurs de productivités et de rendements

en hydrogene soient les plus élevées.

L'étude préliminaire du chapitre Ill a mis en évide le potentiel d’'une biomasse viticole de type
‘bourbes’ a produire de I'hydrogéne lorsque deselode STEP sont additionnées a cette biomasse
avec un prétraitement thermique réalisé (fermesmagxogéne) pour laquelle les rendements en
hydrogene moyens obtenus sont vingt fois supérgeaeix obtenus par des biomasses similaires dans
la littérature. Puis, nous avons montré la faig@bdl'utiliser cette biomasse a la fois en tant que
substrat mais aussi en tant que consortium miangBEns aucun ajout de nutriments supplémentaires
et sans réaliser de prétraitement thermique (fetatien endogene) avec un rendement huit fois
supérieur a celui obtenu dans des conditions dmedlapar une biomasse agro-alimentaire de la
littérature. Les résultats de pyroséquencage notgpermis d'identifier la microflore bactérienne
comme étant composée majoritairement de bactépesrtenant au gen@lostridium.Il a ainsi été

mis en évidence que la production d’hydrogene paral microflore bactérienne adaptée
naturellement a la biomasse (fermentation endogéenedans dépense énergétique supplémentaire,
est aussi efficace que la fermentation exogene avpretraitement thermique. Ce bioprocédé
fermentaire performant a fait I'objet d’'un dép6t deevet et a ainsi été sélectionné pour étudier
l'influence des paramétres biotiques et abiotiga@sla production d’hydrogene et leurs impacts sur

les communautés microbiennes.

Les travaux développés dans le chapitre IV ont [geme montrer que la congélation limite la
consommation des sucres par les micro-organisniessiaques a la biomasse lors de son stockage ;
gu'un stockage de la biomasse a 4°C pendant urt teume ne modifie pas les performances de
production d’hydrogene ; qu’uprétraitement thermique a chaud permet d’améliorerde 16 % la
production d’hydrogene (3,7 L/L de milieu réactionrel), de 20 % le rendement en hydrogéne
(2,16 mol/mol d’hexoses consommés} d’atteindre des quantités équivalentes d’hydregeét de
dioxyde de carbone produit (rapport molaire de }1,0fjue I'utilisation du CO , comme gaz de
balayage est possiblafin de recycler le COproduit au cours de la fermentatiamec un maintien

de la production d’hydrogene(3,3 L/L de milieu réactionnekt de son rendement1,96 mol/mol
d’hexoses consommeés) sans impact significatif &yrbductivité (4,16 mmol/L/h). Le séquencage a
permis d’identifier Clostridium spp. (oseum, diolis, beijrinckii, butyricumcomme étant le genre
bactérien majoritaire dans tous les tests assaciése production majoritaire d’acétate et de btgyra
révélées par I'analyse des métabolites produitstude de l'influence du pH du milieu réactionnel,
parametre clé du processus fermentaire, a mongdegpH initial a un impact sur le rendement et le

rapport B/CGO, pour lesquels les valeurs les plus élevées ortldeiues a un pH initial de 7,0 ; le pH
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de régulation a quant a lui eu un impact direct lauproductivité en hydrogene (diminution avec
I'acidité) sans conséquence sur le volume finalydibgene produit. De plus, l'analyse des
métabolites a mis en évidence que le pH de régulatiiente le métabolisme vers la production de
butyrate, l'acétate étant quasiment absent en dirfedimentation et le tartrate initial n’étant plus
consommé a un pH de régulation de 4,5. Le séquerg;agrmis d’établir que le phylotype majoritaire
était le méme que dans les études précédentesqaeedoit le pH de régulationClostridium spp.
(roseum, diolis, beijrinckii, butyricumEnfin, I'étude de la charge en substramia en évidence des
corrélations linéaires entre la teneur initiale ersubstrat et le volume d’hydrogene produit d’'une
part et entre la teneur initiale en substrat et lgproductivité en hydrogéne d’'autre part Il a ainsi

été possible d’augmenter d'un facteur 3,4 la pradoad’hydrogene et la productivité en hydrogene
en utilisant une charge initiale de 60 g éq. DC@ec un rendement correct (1,44 mol/mol) et un
rapport molaire HCO, maintenu (0,81) sans impact majeur sur les comatéeanmicrobiennes. En
revanche, il a été montré qu'une teneur initiale seibstrat trop élevée inhibe partiellement les
performances de production d’hydrogene en favorilesnbactéries concurrentes, consommatrices du

substrat ; la dilution de la biomasse brute ‘bosiriééant donc préférable.

Le Chapitre V portant spécifiquement sur le po&rte production d’hydrogéne des sous-produits de
la vigne (bourbes, marcs de raisin, lies de viaseau de filtration et eaux de rincage des pregsair
montré une influence indirecte du cépage et du ndedeulture des biomasses congelées ‘bourbes’ et
‘marcs’ sur la production d’hydrogene. En effeteuorrélation entre la teneur initiale en fer de la
fraction totale des bourbes et la productivité gdrbgéne a été établie’ @ 0,979).La microflore
bactérienne endogene identifiée grace au séquencagst en revanche caractéristique du type de
biomasse :Clostridiaceae pour la biomasse ‘bourbes’ etEnterobacteriaceae pour la biomasse
‘marcs’ ; et est associée respectivement aux voiasétate/butyrate et aux voies acétate/éthanol.
Ces caractéristiques endogénes liées au type deabée ont permis notamment d’expliquer des
rendements en hydrogene obtenus deux fois plug<€lpour la biomasse ‘bourbes’ que pour la
biomasse ‘marcs’ ainsi que les rapports molairg€®, obtenus 30 % plus élevés pour la biomasse
‘bourbes’ que la biomasse ‘marcs’. L’étude de lilehce des matieres lignocellulosiques (rafles) au
niveau des marcs n’a pas révelé d’inhibition derladuction d’hydrogéne a I'échelle du laboratoire
puisque les profils de production d’hydrogéne amse les structures des populations microbiennes
obtenues par T-RFLP étaient trés similailes.perturbation biotigue engendrée par I'ajout des
eaux de rincage a la biomasse ‘bourbes’ a permis deettre en évidence que I'exces de GO
produit (+ 38 %) lorsque les biomasses sont réfrigées est lié a la présence de levures
productrices d’éthanol diminuant ainsi le rapport molaire H,/CO, de 25 %. En revanche, la
méme étude réalisée sur les marcs n'a pas claitesteoli I'influence du mélange de ces biomasses
notamment a cause des différences microbiologigessmarcs provenant de vendanges différentes.

Enfin, dans la derniere étude, nous avons montiéétait possible de produire de I'hnydrogene, eert
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avec des rapports,;CO, 2 a 3 fois plus faibles que les biomasses prétéslea partir d’autres sous-

produits viticoles (20 Lzlkgbiomassepour le gateau de filtration et Q.ZILLbiomassepour les lies de vin)

lesquels ont des teneurs initiales en sucres regpeent, 1,6 et 68 plus faibles que les bourb8s+(5
6 LHZILbiomass; et, 1,1 et 45 fois plus faibles que les marcs £20 LHzlkgbiomass; mais des teneurs

initiales élevées en tartrate (gateau de filtratiehen protéines et éthanol (lies de vin). Malgeé
compositions initiales différentes, le séquencagerais d’identifier le méme phylotype majoritaire
gue celui obtenu pour les bourbes, ce qui nous raiped’émettre I'hypotheése selon laquelle
I’hydrogéne est produit via la dégradation de saetr

Bien que le métabolisme microbien des cultures esixdoit souvent complexe et considéré comme
une « boite noire », les résultats obtenus toubag de ce travail de recherche sont cohérents auss
bien au niveau des performances de production diggohe, mais aussi au niveau des métabolites
produits et des idenfications microbiennes établi@stte cohérence a permis d’établir en premiére
approche plusieurs corrélations énoncées précédemmeil sera nécessaire de confirmer. Ces
travaux de recherche constituant les premierstegsude I'utilisation des sous-produits viticolesip

la production d’hydrogene par fermentation endogéles études complémentaires seront a réaliser
afin de mieux comprendre les interactions microbénet leurs voies métaboliques et ainsi que
d’optimiser les performances de production d’hyérog Les pistes envisageables pour I'optimisation
des performances de production d’hydrogene, skutflisation des techniques « omiques » telles que
la métaprotéomique ou la métabolomique, pour meumprendre I'utilisation des voies métaboliques
par les micro-organismes endogeénes a la biomasBaetilisation d'inhibiteurs chimiques ou
enzymatiques pouvant limiter I'utilisation du substpar des voies métaboliques concurrentes a la
production d’hydrogéne et orienter le métabolisraesues voies les plus productrices d’hydrogéne ;
ou encore, la mise en ceuvre de la fermentationgémegiodans un bioréacteur fonctionnant en mode

continu tels que les bioréacteurs a lit fluidisé.

Jusqu’'a présent, les sous-produits viticoles (besirimarcs de raisin, gateau de filtration, lies de
vin...) chargés en DCO sont soumis a une réglementatiropéenne qui oblige les viticulteurs soit a
les livrer en distillerie pour notamment la prodoctde bioéthanol, soit a les composter, soit a les
épandre. La valorisation énergétique des marcsaidenrpar méthanisation a été expérimentée dés
2011 en Alsace en co-digestion avec d’autres bluetécpaliant a la saisonalité de cette biomasse.
Ainsi, la possibilité de valoriser la biomasse witicole en couplant sur un méme site une unité de
fermentation obscure pour la production d’hydrogéinectement convertible en électricité a une unité
de digestion anaérobie, utilisant les digestatspom®s d’AGV de la premiére pour la production de
biogaz, pourrait représenter un nouveau schéma-gérmeration de vecteurs énergétiques au bénéfice

des producteurs de biomasses.
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S Emilie FRANCOIS-LOPEZ

o Production de biohydrogene par
fermentation obscure : potentiel
de différentes biomasses et
variabilité microbienne

Résumeé

Dans un contexte de transition énergétique, ce travail de recherche s’inscrit dans la dynamique
d’explorer la potentialité de nouvelles biomasses pour la production d’'un vecteur énergétique propre,
I'nydrogene (Hy). Au cours de cette these, un procédé de production d’H, par fermentation endogene
et sans dépense énergétique supplémentaire, a été élaboré a partir de biomasses viticoles, et
'influence de paramétres opératoires a été testée. Enfin, le type de biomasses influe sur la
production d’Hy, non seulement par sa composition biochimique, mais aussi par leur microflore
endogene qui oriente le métabolisme. La microflore endogéne responsable de la production d'H; a
partir de ‘bourbes’ (50 £ 6 L/Lpourbes @vec un rendement de 2,0 + 0,2 mol/mol) appartient a la famille
Clostridiaceae et est associée aux voies acétate/butyrate, alors que celle des ‘marcs’ (20 * 4
L/KQmarcs @vec un rendement de 1,3 = 0,3 mol/mol) appartient aux Enterobacteriaceae et est
associée aux voies acétate/éthanol.

Mots-clés : bioprocédé, hydrogéne, fermentation obscure, sous-produits viticoles, valorisation

Abstract

In the context of energy transition, this work deals with the exploration of new potential biomasses for
the production of a clean energy vector, hydrogen (H,). During this thesis, a process of H, production
by an endogenous fermentation from winery waste has been developed without any additional
energetic consumption. The influence of operating parameters was studied. Finally, the type of
biomass has an influence on the H, production, not only because of initial biochemical composition,
but also because of the endogenous microflora which orientates the metabolism. The endogenous
microflora responsible of H, production from ‘solid grape residues’ biomass (50 * 6 L.L  piomass With a
2.0 + 0.2 mol.mol™ yield) through acetate/butyrate pathways belongs to Clostridiaceae family while
the one responsible of H, production from ‘grape pomace’ biomass (20 + 4 L.kg  piomass With a 1.3 +
0.3 mol.mol™ yield) through acetate/ethanol pathways belongs to Enterobacteriaceae family.

Key-words: bioprocess, hydrogen, dark fermentation, winery waste, valorization




