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Introduction générale 

Dans le contexte actuel de transition énergétique, la perspective de production d’un vecteur énergétique 

comme l’hydrogène permettant, via les piles à combustible, de produire de l’énergie électrique propre, 

présente un intérêt majeur tant au niveau scientifique, industriel que politique. En effet, la réaction de 

l’hydrogène, molécule non carbonée, avec l’oxygène n’émet aucun polluant atmosphérique. Néanmoins, 

l’utilisation de l’hydrogène comme source d’énergie n’a de sens qui si celui-ci est produit à partir de procédés 

durables et renouvelables. La fermentation obscure est une voie biologique de production de l’hydrogène 

par des consortia bactériens qui répond pleinement à ces conditions. En effet, la fermentation obscure se 

caractérise par la transformation de matières organiques, appelées biomasse, en hydrogène, par des 

bactéries dans un milieu sans oxygène et sans nécessiter de source lumineuse. Le processus comprend deux 

étapes (Trably et al., 2018). La première est celle de l’hydrolyse pendant laquelle les consortia bactériens 

dégradent les polysaccharides composant la biomasse en monomères de sucres et/ou d’autres molécules 

facilement métabolisables, le substrat. La seconde étape consiste en une cascade de réactions pour convertir 

le substrat en énergie et en produits nécessaires au métabolisme des bactéries. Plusieurs produits sont 

formés : du biohydrogène, du dioxyde de carbone, des acides organiques (acétique, butyrique, propionique, 

pyruvique, formique, succinique, etc.) et des alcools (éthanol et butanol principalement). 

Pendant la fermentation obscure, le substrat peut être utilisé via les voies productrices d’H2, qui aboutissent 

à la co-production d’acétate (Eq. 1) et de butyrate (Eq. 2), ce sont celles qui nous intéressent dans nos 

expériences.  

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2 𝐻2𝑂 → 2 CH3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 4 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2  (Eq. 1) 

𝐶6𝐻12𝑂6 → CH3(𝐶𝐻2)2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2  (Eq. 2) 

 

La voie de l’acétate génère 4 moles d’H2 à partir d’une mole de glucose, ce qui constitue le rendement 

maximal théorique in vivo. Dans la littérature, les rendements sont plus faibles du fait de la diversité du 

métabolisme fermentaire (Li et Fang, 2007 ; Sinha et Pandey, 2011). Le substrat peut être utilisé pour la 

production d’éthanol (voie métabolique compétitrice vis-à-vis du substrat) et l’H2 peut être consommé pour 

la production de propionate, pour la réduction des nitrates et sulfates, pour la production d’acétate via 

l’homoacétogenèse et pour la production de méthane, le produit final de la digestion anaérobie.  

Pour augmenter la production d’H2, les travaux de recherches s’articulent autour de quatre stratégies (Bhatia 

et al., 2021 ; François et al., 2021 ; Nemestóthy et al., 2020). Les deux premières sont liées à la biomasse 

utilisée : celle-ci doit être sélectionnée pour être favorable à la croissance de bactéries productrices d’H2 et 

riche en composés fermentescibles. De plus, pour améliorer l’accès des bactéries au substrat, la biomasse 

peut être prétraitée. Les deux dernières stratégies concernent la conception du bioréacteur. 

Technologiquement, pour une production efficace d’H2, le bioréacteur doit permettre d’une part l’extraction 
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de l’hydrogène du milieu réactionnel dès qu’il est produit et d’autre part, d’assurer de la stabilisation des 

micro-organismes producteurs d’H2 dans le bioréacteur.  

La mise en œuvre de ces stratégies a permis l’amélioration des procédés fermentaires, dont les productivités 

maximales peuvent atteindre jusqu’à 2,5 LH2/Lbioréacteur/h (Noblecourt et al., 2017). Des travaux antérieurs 

menés au laboratoire ont abouti au développement d’un nouveau type de bioréacteur membranaire (BRM) 

(Ernst et al., 2016). Ce dispositif est composé d’un réacteur de fermentation biologique de substrats liquides 

dans lequel sont placés des fibres creuses, permettant d’extraire les gaz produits en continu et de promouvoir 

la production bactérienne d’H2. En effet, les membranes permettent la rétention de bactéries dans le milieu 

réactionnel en offrant une surface idéale pour le développement d’une couche de bactéries. Par ailleurs, la 

configuration du bioréacteur en mode flux ascendant permet de retenir les bactéries productrices d’H2, en 

suspension dans le milieu ou agrégées sous forme de granules et sédimentées au fond du module (Renaudie 

et al., 2021b).  

Dans ce cadre, l’objectif principal de ce projet de thèse est de mettre en œuvre dans le BRM breveté par le 

laboratoire - dont le fonctionnement a été testé avec substrat modèle - une solution d’alimentation préparée 

à partir d’une biomasse lignocellulosique (l’ensilage de maïs) et de proposer un plan d’expériences sur les 

paramètres clés de la production continue que sont le débit d’alimentation en substrat (DAS) et le temps de 

séjour hydraulique (TSH). Comme le soulignera la revue bibliographique présentée en chapitre I du 

manuscrit, les biomasses ensilées sont prometteuses pour une valorisation énergétique néanmoins les 

données sur le mécanisme de leur fermentation restent très lacunaires.  

Ainsi, en amont du procédé de production d’H2 en BRM, le premier chapitre expérimental (chapitre III) sera 

dédié à la caractérisation des biomasses sélectionnées et au test de leur potentiel de production d’H2 en tant 

que substrat et sources de bactéries (fermentation obscure endogène) en réacteur fonctionnant en mode 

semi-batch c’est-à-dire avec extraction des gaz au fur et à mesure qu’ils sont produits. Les mécanismes de 

fermentation de l’ensilage de maïs seront ensuite approfondis mettant en évidence une nouvelle voie de 

production d’H2 à partir de l’acide lactique.  

Le chapitre IV aborde une dimension plus pratique de la mise en œuvre de la fermentation obscure à savoir 

les phénomènes pouvant intervenir pendant le stockage et le transport des biomasses ensilés vers le 

bioréacteur et qui peuvent potentiellement impacter la production d’hydrogène par fermentation endogène. 

Nous nous intéresserons à l’effet de la dégradation aérobie et de l’aération forcée de l’ensilage de maïs sur 

le potentiel de production d’H2.  

Le dispositif de bioproduction d’H2 (BRM) développé et breveté par le laboratoire et destiné à être alimenté 

par les biomasses ciblées sera présenté au chapitre V. Afin d’intensifier la production d’hydrogène en BRM, 

nous proposerons des améliorations conceptuelles et quantitatives du bioréacteur en jouant sur ses 

propriétés notamment par l’augmentation de la surface des fibres dans le module ; les fibres servant à 

stabiliser le consortium microbien et ainsi limitant le phénomène de lessivage des bactéries. Les paramètres 
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opératoires clés du BRM : temps de séjour hydraulique (TSH) et débit d’alimentation en substrat (DAS) feront 

l’objet d’une étude.  

Des solutions candidates à l’alimentation du BRM sont préparées et présentées dans les chapitres VI et VII. 

Pour ce faire, des prétraitements sont mis en œuvre afin d’extraire les sucres de la biomasse en phase liquide. 

Des prétraitements doux i.e. permettant de conserver la flore bactérienne pour la fermentation endogène 

seront mis en œuvre dans le chapitre VI (broyage et trempage). A l’inverse, des prétraitements thermiques 

beaucoup plus sévères aboutissant à la stérilisation de la biomasse mais intensifiant l’extraction des sucres 

seront étudiés au chapitre VII (explosion à la vapeur, autoclavage). A l’issue de ces deux études, une solution 

d’alimentation sera retenue pour l’alimentation du BRM dont le fonctionnement sera optimisé au 

chapitre VIII. Cette dernière partie fera le lien entre les connaissances acquises sur la fermentation des 

biomasses ensilés et le travail d’amélioration de la productivité en H2 du BRM. En outre, ces tests permettront 

de déterminer un optimum de productivité en H2 et de prédire les performances du réacteur à partir des 

paramètres d’alimentation.  

Enfin, en aval du procédé, des perspectives de valorisation des co-produits seront présentées pour intégrer 

la bioproduction d’H2 comme une brique technologique au cours de la valorisation énergétique de la 

biomasse. 
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 Revue de la littérature 

 

L’objectif de ce chapitre est à la fois de présenter un état des lieux sur la place de l’hydrogène dans notre 

société et de préciser l’état des connaissances relatives aux domaines que nous mobiliserons au cours de ce 

travail de recherche : la fermentation obscure, les propriétés des substrats utilisés (ensilage de maïs et 

ensilage de seigle), les paramètres clés de la production d’hydrogène à partir de ces substrats et les 

caractéristiques des bioréacteurs utilisant des procédés continus de fermentation pour produire de 

l’hydrogène. 

1. Contexte 

1.1. Changement climatique et transition énergétique  

Les sociétés humaines du 19ème et du 20ème siècle ont fait basculer la Terre dans l'ère de l'Anthropocène. Par 

ses actions, l'humanité impacte durablement les conditions de la vie sur la planète et devient ainsi une 

véritable force géologique (Bonneuil et Fressoz, 2013), notamment en raison des émissions anthropiques de 

gaz à effet de serre qui sont passées de 15 à 47,5 gigatonnes d’équivalent CO2 entre les années 1970 et 2018 

(Environnement et Changement climatique Canada, 2021). La responsabilité de l’humanité réside alors dans 

la recherche et la mise en œuvre de solutions et de mode de vie pour préserver la vie sur terre. D'où un 

besoin crucial de développer de nouvelles ressources énergétiques répondant aux exigences de la durabilité 

(Gopalakrishnan et al., 2019a) :  

- ces sources d'énergie doivent être suffisamment abondantes et renouvelables afin de remplacer ou 

de réduire la pression sur les sources d'énergie conventionnelles ; 

- leur disponibilité doit être répartie au mieux sur la planète afin de limiter les problèmes 

géostratégiques liés au contrôle et à la dépendance des sources d’énergie ; 

- leur empreinte carbone et leur impact sur le climat, l'environnement et la santé doivent être aussi 

faibles que possible. 

L'histoire nous apprend que chaque révolution industrielle a connu une transition énergétique basée sur une 

source d’énergie principale (charbon, pétrole). Celle qui s’enclenche en ce début de 21ème a pour objectif de 

réduire les émissions de gaz à effet de serre et de décarboner les activités humaines. Elle s’appuie sur des 

énergies non carbonées et des énergies renouvelables. Ainsi, l’hydrogène pourrait participer de façon 

significative à cette transition visant la neutralité carbone à l’horizon 2050. Des engagements industriels et 

politiques importants ont été pris en ce sens depuis 5 ans. Par exemple, l’année 2017 voit la naissance à 

Davos de l’Hydrogen Council, regroupant 13 leaders industriels des secteurs de l’énergie et du transport, et 

la publication du plan Hulot qui marque la volonté à l’échelle de la France de faire de l’hydrogène l’un des 

piliers de la transition énergétique à moyen terme. L’engagement de l’Etat français se concrétise également 

par : 
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- la révision de la Stratégie Nationale Bas Carbone issue de la Loi de Transition Energétique pour 

la Croissance Verte en 2018 (Ministère de la Transition écologique, 2021) ; 

- la publication de l’ordonnance n° 2021-167 du 17 février 2021 relative à l'hydrogène 

(Légifrance.fr, 2021) ; 

- le lancement de deux plans de soutien à la recherche et à l’innovation de la filière Hydrogène 

d’un montant de 100 millions d’euros (France Relance) et de 7,2 milliards d’euros sur 10 ans 

auxquels ont été ajoutés 1,9 milliards d’euros via le plan « France 2030 » ; 

- la création du Conseil National de l’hydrogène en 2021 illustre la stratégie de coopération entre 

les acteurs publics et privés pour le développement de la filière hydrogène en France. 

Enfin, l’Etat français conforte le rôle stratégique de l’agence de la transition écologique, l’ADEME, tant dans 

le domaine de la recherche, développement et innovation avec le financement de projets de recherche et de 

thèses en partenariat avec des laboratoires de recherche publics, des entreprises et des collectivités, que 

dans celui de l’expertise et du soutien aux collectivités territoriales à travers de nombreux partenariats. 

1.2. La filière hydrogène en France 

La filière pour la production d’H2 est portée par des groupes internationaux de secteurs divers e.g. Air Liquide, 

ENGIE, Véolia, TotalEnergies, Michelin…, de jeunes entreprises et des start-ups comme Haffner Energy 

(production d’H2 à partir de biomasse par procédé thermochimique R-Hynoca), Genvia, McPhy et Elogen 

(production d’H2 par électrolyse) et enfin ATHENA recherche, une start-up pour la production d’H2 par voie 

fermentaire. 

Les laboratoires de recherche universitaires et du CNRS, et les organismes comme le CEA et l’IFPEN jouent 

un rôle clé pour le développement de l’hydrogène par l’amélioration et la découverte de technologies de 

rupture. 

A l’échelle régionale, le tissu industriel est associé aux acteurs publics par l’intermédiaire de l’ADEME et 

d’associations comme les Clubs hydrogène qui marquent la volonté des régions de s’approprier le 

déploiement des technologies de l’hydrogène. La filière est structurée à l’échelle nationale par France 

Hydrogène qui a pour but de mettre en réseau les acteurs français et de promouvoir les technologies de 

l’hydrogène. 

1.3. L’hydrogène : un vecteur énergétique  

L’intérêt de l’hydrogène pour la transition énergétique vient de ses propriétés chimiques. L’hydrogène (H2) 

est un gaz non toxique, non carbonée avec une densité énergétique forte. Sa combustion génère un 

rendement calorifique net de 122 MJ/kg, environ 3 fois supérieur à celui des carburants comme le gasoil et 

le diesel (Nikolaidis et Poullikkas, 2017 ; Venkata Mohan et Pandey, 2019). En outre, ce processus produit 
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très peu de polluants atmosphériques et aucune molécule carbonée, répondant ainsi aux critères de respect 

de l'environnement (Kotay et Das, 2009). 

L’hydrogène peut produire de l’énergie par combustion comme un carburant conventionnel ou par réaction 

électrochimique dans une pile à combustible. Il est aussi considéré comme un vecteur énergétique (comme 

l’électricité ou la vapeur d’eau), servant de passerelle entre les sources d’énergie primaire et les usages finaux 

(ADEME, 2021). Ces sources d’énergie primaire peuvent être utilisées pour produire de l’H2 par électrolyse 

de l’eau (Power-to-Gas), qui sera stocké avant d’être converti en électricité et utilisé. 

2. L’hydrogène au 21ème siècle  

2.1. Utilisation de l’hydrogène  

Actuellement, l’hydrogène est avant tout utilisé comme matière première dans l’industrie (Durot, 2021). La 

France en consomme environ 0,9 million de tonnes par an et le marché mondial de l’hydrogène 

représenterait 60 millions de tonnes par an (Ministère de la Transition écologique, 2021). 

 L’hydrogène pour l’industrie 

Dans l’industrie, 55 % de la consommation actuelle d’H2 est destinée à la production d’ammoniac par le 

procédé Haber-Bosch (Eq 1.1), qui est historiquement la première utilisation de l’hydrogène à l’échelle 

industrielle. L’H2 réagit avec l’azote à haute température et sous pression en présence d’un catalyseur 

contenant du fer pour former l’ammoniac, une matière première utilisée principalement pour la production 

de fertilisants (Darmawan et al., 2022).  

3𝐻2 +𝑁2 → 2𝑁𝐻3 (𝐸𝑞. 1.1) 

 
Depuis l’instauration en 2009 de la norme européenne sur la teneur maximale en soufre dans les carburants 

(10 ppm), les industries de raffinage, gazières et pétrolières sont les seconds consommateurs d’H2 avec 25 % 

de la production. L’hydrogène est utilisé pour désulfurer les carburants lors du raffinage (Eq. 1.2) 

(Steinberger-Wilckens et al., 2017). Ce procédé permet de réduire les émissions d’oxyde de soufre lors de la 

combustion dans les moteurs thermiques. L’H2 sert également à réduire la longueur des chaînes 

d’hydrocarbures (crackage catalytique) ou à effectuer des modifications afin de les stabiliser ou les purifier 

(hydrogénation) (Shell, 2017). L’H2 est produit sur site (H2 captif) et provient majoritairement du reformage 

catalytique du naptha, complété avec de l’H2 issu du reformage du gaz naturel (Shell, 2017). 

𝑅1 − 𝑆 − 𝑅2 + 2 𝐻2  →  𝑅1𝐻 + 𝑅2 𝐻 + 𝐻2𝑆 (𝐸𝑞. 1.2) 

 
Par voie catalytique, en tant que réactif, l’H2 peut réagir avec le monoxyde de carbone (Eq. 1.3) ou le CO2 (Eq. 

1.4) pour la production de méthanol (Gas-to-Liquid, Lee et al. 2020). Cette application consomme 10 % de 

l’H2 dédié à l’industrie. Le méthanol peut ensuite être utilisé comme un carburant (par combustion directe 
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ou via l’utilisation d’une pile à combustible) ou actuellement comme matière première pour la synthèse 

chimique. 

𝐶𝑂 + 2𝐻2 → 𝐶𝐻3𝑂𝐻 

𝐶𝑂2 + 3𝐻2 → 𝐶𝐻3𝑂𝐻 + 𝐻2𝑂 

(𝐸𝑞. 1.3) 

(𝐸𝑞. 1.4) 

 
Le reste de l’hydrogène présent sur le marché industriel concerne divers domaines qui mettent à contribution 

le pouvoir réducteur de l’H2 pour lutter contre l’oxydation (l’industrie du verre, la chimie, la pharmacie, 

l’électronique, l’agroalimentaire). 

 La mobilité hydrogène  

La décarbonation du secteur des transports est un enjeu majeur de la transition écologique puisque celui-ci 

représentait en 2016, 42 % des émissions de CO2 en France, d’après les données de l’agence internationale 

de l’énergie (2018). 

L’hydrogène utilisé dans une pile à combustible permet de produire de l’électricité directement à bord d’un 

véhicule (voiture ou mono/deux roues), propulsé par un moteur électrique. Ces véhicules, à faibles émissions 

de polluants, disposent d’une bonne autonomie et d’un temps de recharge réduit (de l’ordre de 5 minutes). 

Ils représentent donc des solutions intéressantes pour décarboner le secteur des transports, à l’heure où des 

zones à faible émission sont mises en place dans les grandes agglomérations françaises. Pour soutenir la 

mobilité à H2 sur le territoire français, 50 stations de rechargement sont actuellement en service et 44 sont 

en projet ou en construction (France Hydrogène, 2021a). 

L’H2 est employé également pour les transports en commun : des autobus commerciaux fonctionnant à l’H2 

ont été déployés dans l’agglomération de Pau et de Versailles, ainsi qu’une navette fluviale à Nantes. Dans 

le domaine de la mobilité ferroviaire, quatorze rames de train Régiolis H2 (Coradia iLint) construites par 

Alstom General Electric seront mises en circulation par la SNCF en 2025 pour décarboner les lignes non 

électrifiées. Dans le domaine de l’aéronautique, les premiers vols d’essai ont été effectués avec l’aéronef 

quadriplace HY4 à propulsion à l’hydrogène en 2020. Cette année marque également la présentation de trois 

concepts d’avion à H2 dont un par Airbus Industries, qui s’est fixé comme objectif de faire voler son premier 

avion commercial à hydrogène d’ici 2035 (Schwoerer, 2021). 

Enfin, l’application de l’H2 la plus mature technologiquement pour la mobilité est l’ergol liquide, carburant 

pour la propulsion des fusées. 

 L’hydrogène énergie 

L’hydrogène peut être injecté directement dans le réseau de gaz pour former l’Hythane un mélange de 

d’H2 (6 % à 20 %, volume) et de gaz naturel. L’ajout d’H2 au gaz naturel augmente la quantité d’énergie du 

gaz et réduit les émissions de CO2 et de polluants lors de la combustion du mélange (NOx). Ce gaz est 

notamment mis en œuvre depuis 2005 dans le cadre du projet GRHYD (communauté urbaine de Dunkerque), 
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coordonné par ENGIE et soutenu par l’ADEME, pour le chauffage urbain et comme carburant pour les bus. 

En 2010, des analyses ont montré une réduction de 8 % des émissions des gaz à effet de serre et de 10 % des 

NOx par rapport à un fonctionnement au gaz naturel. 

 

En tant que combustible, l’H2 pourrait également servir dans des centrales thermiques de production 

d’électricité. De par sa nature de vecteur énergétique, l’hydrogène peut être couplé à des parcs de 

production d’énergies renouvelables comme moyen de stockage massif de l’électricité sur une longue durée. 

Ceci permet de pallier la production intermittente des sources d’énergies renouvelables (éolienne, 

photovoltaïque) et correspond au Power-to-Gas. 

 

L’utilisation de réservoirs de petite capacité d’H2 (50 L) associée à des piles à combustible ouvre un nouveau 

marché pour l’hydrogène‐énergie dans les zones isolées. Ces dispositifs indépendants du réseau électrique 

permettraient le rechargement ou l’alimentation d’appareils électroniques (téléphone, drone, vélo 

électrique, sound system, etc.) et serait une alternative aux groupes électrogènes conventionnels (France 

Hydrogène, 2021b). 

 

Pour conclure, si l’hydrogène est très massivement employé comme réactif chimique, son utilisation, 

aujourd’hui limitée, est en plein essor : production d’électricité stationnaire via des piles à combustible ou 

en centrale thermique comme combustible, vecteur énergétique pour la mobilité ou moyen de stockage 

d’énergies renouvelables via leur conversion en hydrogène (ADEME, 2021). 

2.2. Procédés de production d’hydrogène à partir de biomasse 

Le principe des modes de production de l’H2 est de dissocier l’H2 des atomes auxquels il est combiné oxygène 

(H2O), carbone (CH4 ou molécules organiques). L’empreinte carbone de l’hydrogène dépendra donc de sa 

source et de son procédé de production. 

Or, à l’heure actuelle, la majorité de l’H2 est produit à partir de combustibles fossiles. D’après Lepage (2021), 

76 à 78 % de la production d’H2 provient du reformage de combustibles fossiles (méthane du gaz naturel) et 

18 à 22 % de la gazéification du charbon. Seule une faible proportion de l’H2 est produite par électrolyse de 

l’eau (2 à 4 %) (Kumar et al., 2020). Il est donc urgent de développer des procédés de production d’H2 à partir 

de sources renouvelables comme la matière organique ou biomasse. 

Les principaux procédés de production d’H2 à partir de la biomasse sont présentés sur la figure 1.  
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Figure 1 : Procédés de production d’H2 à partir de la biomasse. 

La biomasse peut être transformée en H2 par des procédés thermochimiques ou par des procédés 

biologiques. 

La première voie thermochimique est le modèle de la centrale thermique. La biomasse est brûlée afin de 

générer de l’énergie thermique destinée à produire de l’électricité, électricité qui sera ensuite utilisée pour 

produire de l’H2 par électrolyse de l’eau. Au cours de l’électrolyse, les molécules d’eau soumises à un courant 

électrique se dissocient en ions hydroxydes (OH)- à la cathode et en protons H+ à l’anode, ce qui produit 

respectivement de l’oxygène et de l’hydrogène gazeux (Eq. 1.5) sans co-production de molécule carbonée. 

2 𝐻2𝑂
é𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒 é𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒
→              2 𝐻2 + 𝑂2 (𝐸𝑞. 1.5) 

Cette technologie est appliquée à l’échelle industrielle, à l’image de l’électrolyseur de Bécancour au Canada, 

déployé par Air Liquide, qui produit 8,2 tonnes d’H2 par jour. En outre, l’électrolyse de l’eau rend possible 

l’implémentation du Power-to-Gas qui permet de stocker le surplus d’électricité produit par les éoliennes et 

les panneaux photovoltaïques. Les efforts de recherche pour optimiser cette technologie visent 

l’amélioration du rendement énergétique et le développement de l’électrolyse à haute température. 

La seconde filière thermochimique consiste à convertir la biomasse en carburant (bio-huiles) par pyrolyse et 

liquéfaction puis à procéder à une étape de gazéification pour obtenir de l’H2. 

La gazéification permet de convertir directement la biomasse (sous forme solide ou liquide) en gaz de 

synthèse composé de CO et de H2. Au cours de cette réaction, qui a lieu à des températures élevées 

(700°C - 900°C), la biomasse consomme un agent oxydant (air, oxygène ou vapeur d’eau) pour produire le 

gaz de synthèse et un résidu solide (Parthasarathy et Narayanan, 2014). 
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La pyrolyse est un procédé thermochimique réalisé à des pressions de 1 à 50 bar et à des températures 

variables en fonction de la durée de réaction (500°C pour la pyrolyse flash qui dure quelques secondes) (Lui 

et al., 2020). Des composés carbonés contenant de l'hydrogène sont décomposés par chauffage en l'absence 

d'oxygène. Ce procédé aboutit à la production du gaz de synthèse, d’huile de pyrolyse et d’un solide appelé 

biochar. La pyrolyse se distingue donc de la gazéification par l’absence d’oxygène et d’eau et par une 

température de réaction plus faible.  

La liquéfaction est un processus thermochimique à plus basses températures (150 à 420°C) qui s’effectue à 

haute pression (40 à 220 bar) (Gollakota et al., 2018) dans l’eau ou dans un solvant. Au terme de la 

liquéfaction, la biomasse est convertie en un carburant liquide (bio-huile) et en un résidu solide. 

La filière biochimique consiste à transformer une fraction de la biomasse en molécules d’intérêts (méthane, 

éthanol, biodiesel) ou directement en H2 au cours de réactions catalysées par des microorganismes. 

Le méthane, l’éthanol et le biodiesel, tout comme les produits de la liquéfaction et de la pyrolyse, sont à leur 

tour transformés en gaz de synthèse par reformage catalytique ou gazéification. Le reformage se divise en 

trois voies selon les réactifs utilisés :  

 le vaporeformage consiste en une réaction endothermique catalysée entre 700°C et 1000°C et en 

présence de vapeur produisant du gaz de synthèse (H2 et CO) (Choi et al., 2016; Ji and Wang, 2021; 

Surla, 2019). 

 l’oxydation partielle non catalysée est une réaction exothermique ayant lieu à haute température 

(1100 à 1500°C) et à pression élevée (20 à 90 bar) et au cours de laquelle des molécules carbonées 

sont converties en gaz de synthèse en présence d’oxygène (Hognon, 2012; Surla, 2019; Voitic et al., 

2018). 

 le reformage autotherme combine la réaction endothermique de vaporeformage et la réaction 

exothermique de l’oxydation partielle dans un même réacteur. Dans ce procédé, le méthane et 

l’oxygène sont mélangés en parallèle à de la vapeur d’eau avant d’être préchauffés, ils sont ensuite 

dirigés vers le réacteur fonctionnant avec un catalyseur à base de nickel, à une pression de 20 à 

60 bar et une température de 900°C à 1100°C et ne nécessitant pas de chauffage au cours de la 

réaction (Surla, 2019).  

Les équations récapitulent la réaction du vaporeformage (Eq. 1.6) et celle de l’oxydation partielle (Eq. 1.7) 

pour la conversion de méthane en gaz de synthèse.  

𝐶𝐻4 + 𝐻2𝑂

700−1000°𝐶 
𝐶𝑎𝑡𝑎𝑙𝑦𝑠𝑒𝑢𝑟
↔        𝐶𝑂 + 3 𝐻2 

(𝐸𝑞. 1.6) 

𝐶𝐻4 +
1
2⁄ 𝑂2

1100−1500°𝐶
↔         𝐶𝑂 + 2𝐻2  

(𝐸𝑞. 1.7) 
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Les efforts de recherche sur le reformage sont dédiés à l’amélioration des catalyseurs, à la réduction de la 

température de réaction et au développement de réacteurs membranaires catalytiques utilisant des 

membranes permsélectives à H2 pour favoriser la réaction dans le sens de la production d’H2 (Ji and Wang, 

2021). 

Pour améliorer le rendement global en H2, la réaction inverse de conversion du gaz à l’eau (Water Gas Shift) 

est réalisée pour convertir le CO contenu dans le gaz de synthèse en H2. Le CO réagit avec de l’H2O pour 

former CO2 et H2 (Eq.1.8) (Newsome, 1980). Cette réaction exothermique est effectuée, en fonction du 

catalyseur choisi, à basse (200°C) ou à plus haute température (350°C). 

𝐶𝑂 + 𝐻2𝑂 ↔ 𝐻2 + 𝐶𝑂2  (𝐸𝑞. 1.8) 

La réaction inverse de conversion du gaz à l’eau est également réalisable par voie biologique. En effet, 

l’organisme Rubrivivax gelatinosus CBS, une bactérie photosynthétique pourpre, non soufrée, est capable 

d’effectuer cette réaction en conditions anaérobies, à pression atmosphérique et à une température de 25°C 

(Maness et Weaver, 2002).  

Le CO2 généré peut être ensuite éliminé par absorption avec des amines (N-méthyldiéthanolamine ou 

Ethanolamine) ou des sels de bases fortes. Le CO et le CO2 restant sont converties en méthane par 

méthanation (Eq. 1.9 et Eq. 1.10). La réaction de méthanation peut être effectuée également par voie 

biologique grâce à des organismes méthanogènes autotrophes et hydrogénotrophes.  

𝐶𝑂 + 3 𝐻2 ↔ 𝐶𝐻4 + 𝐻2𝑂 (𝐸𝑞. 1.9) 

𝐶𝑂2 + 4 𝐻2 ↔ 𝐶𝐻4 + 2𝐻2𝑂 (𝐸𝑞. 1.10)  

Une autre voie consiste à purifier directement l’H2 grâce à un dispositif d’adsorption modulé en pression 

permettant d’absorber sélectivement le CO2 (Dicko et al., 2013). 

Une alternative à ce procédé est la technologie Cryocap, développée en 2015, qui permet de récupérer et 

d’isoler le CO2 par captage cryogénique, puis de le liquéfier avant purification pour un usage alimentaire (Air 

Liquide, 2017). 

Enfin, les procédés biologiques mettant en œuvre la photofermentation, l’électrolyse microbienne et la 

fermentation obscure de composés organiques avec des bactéries, agissant comme des biocatalyseurs, 

permettent de produire directement de l’hydrogène. Ces procédés biologiques s’effectuent à pression 

atmosphérique, à basses températures (entre 37°C et 60°C) et avec des apports énergétiques facultatifs 

(lumière, électricité) et ne nécessitent pas d’étape de gazéification ou de reformage ; ils ont donc un coût 

énergétique faible par rapport aux procédés conventionnels. 

La photofermentation est effectuée par les bactéries de type pourpre photosynthétiques non sulfureuses 

qui sont des organismes photohétérotrophes i.e. capables à la fois d’utiliser des substrats organiques et de 

capturer l’énergie lumineuse. Ainsi, lors de la production d’H2 par photofermentation, les bactéries 
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convertissent des substrats organiques (glucose Eq. 1.12, acides organiques) en H2 et CO2 en condition 

anaérobie grâce à l’énergie lumineuse. 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 6 𝐻2𝑂
é𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒 𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑒𝑢𝑠𝑒
→              12𝐻2 + 6𝐶𝑂2  (Eq. 1.12)  

 
L’utilisation de molécules organiques assez diverses peut être mise à profit pour la valorisation d’effluents 

industriels chargés en matières organiques ou d’effluents de fermentation obscure (Cai et al., 2019; Castillo-

Moreno et al., 2018; Sağır et Hallenbeck, 2019; Zhang et al., 2019). 

L’électrolyse microbienne fonctionne sur le même principe que l’électrolyse conventionnelle sauf que la 

dissociation de l’eau en O2 et en H2 est catalysée par des bactéries anaérobies et électroactives capables de 

réaliser des transferts d’électrons au cours de leur métabolisme. L’action des bactéries permet de réduire le 

voltage appliqué pour la dissociation de l’eau (entre 0,2 et 1,0 V en présence de bactéries et 1,23 V pour le 

procédé conventionnel, Shiva Kumar et Himabindu, 2019). Le dispositif comprend deux compartiments. Le 

compartiment de l’anode est le lieu de l’oxydation du substrat en CO2, en protons et en électrons par les 

bactéries via une cascade de réactions (Kadier et al., 2018). Les électrons sont transférés à l’anode tandis que 

les protons diffusent à travers une membrane échangeuse de protons jusqu’au compartiment de la cathode. 

A la cathode, les électrons et protons sont associés pour former de l’H2. Une faible différence de potentiel 

électrique est appliquée entre les deux compartiments pour former l’H2 à la cathode (Bakonyi et al., 2018 ; 

Çokay, 2018; Li et al., 2021, 2014).  

Notons que l’H2 et le O2 sont produits dans deux compartiments différents et ne nécessitent pas d’étape de 

séparation. 

La fermentation obscure est un processus anaérobie de conversion de la matière organique 

(préférentiellement les sucres monomériques) en H2 catalysé par des bactéries. L’H2 est principalement co-

produit avec du CO2 et de l’acétate (Eq. 1.13) ou du butyrate (Eq. 1.14)  

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 4𝐻2 + 2𝐶𝑂2  (Eq. 1.13)  

𝐶6𝐻12𝑂6 → 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2 + 2𝐶𝑂2  (Eq. 1.14)  

 
La fermentation obscure se distingue des autres procédés biologiques par de bonnes productivités en H2 

(jusqu’à 78 LH2/L/j à partir de glucose, Pugazhendhi et al., 2017) et un rendement énergétique limité (en 

pratique de 15 à 33 %) (Valdez-Vazquez et Poggi-Varaldo, 2009). La fermentation obscure est un procédé qui 

permet la production d’H2 à partir de biomasses variées, sans contrainte d’O2 ni de lumière et à un coût 

concurrentiel par rapport aux procédés conventionnels (Nikolaidis et Poullikkas, 2017). Ainsi, elle permettrait 

de décarboner une partie de la production d’H2 tout en valorisant des co-produits organiques des activités 

humaines. 
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3. Production d’H2 par fermentation obscure : métabolisme et microbiologie  

3.1. Pourquoi l’hydrogène est-il produit ? 

Pour les bactéries productrices d’H2, l’H2 est un moyen de réguler les excès d’électrons mais ce gaz ne semble 

pas avoir d’utilisation notable par ces bactéries (Ding et al., 2016 ; Lazaro et Hallenbeck, 2019). Dans les 

écosystèmes, l’hydrogène est utilisé par des microorganismes pour la bioremédiation du milieu 

(détoxification des éléments halogénés) et dans des interactions de croissance commensaliste qui 

permettent de produire de l’énergie en oxydant l’hydrogène en présence d’un accepteur d’électrons (O2, 

NO3
-, SO4

2-) (Teng et al., 2019).  

3.2. Comment l’hydrogène est-il produit ? 

 Les hydrogénases : des enzymes clés pour la production d’hydrogène  

L’H2 est produit au cours d’une réaction d’oxydoréduction (Eq. 1.15) catalysée par des métallo enzymes : les 

hydrogénases.  

 𝑅é𝑑𝑢𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 +  2 𝐻+ →  𝑂𝑥𝑦𝑑𝑎𝑛𝑡 + 𝐻2  (Eq. 1.15)  

 
La production d’H2 a lieu sur le site catalytique de l’enzyme qui est composé d’un cœur métallique contenant 

du nickel et/ou du fer. Les hydrogénases qui interviennent pendant la fermentation obscure sont les 

hydrogénases [Ni-Fe] et [Fe-Fe]. La plus efficace est la [Fe-Fe] (Wittkamp et al., 2018). Les [Ni-Fe] ont une 

double action : production d’H2 et consommation d’H2 pour régénérer du coenzyme nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD) par réduction. Elles contiennent également des sites fer – cystéine qui servent de système 

de transfert d’électrons. Ces enzymes sont sensibles à l’O2 et au CO dont la présente empêche toute 

production. De plus, le fonctionnement des hydrogénases peut être également limité par la pression partielle 

en H2. Celles-ci ne produisent plus d’H2 au-delà de pressions partielles en hydrogène de 10-3 atm selon Hay 

et al. (2013). Ce phénomène expliquerait pourquoi des rendements élevés de conversion du glucose en H2 

sont souvent associés à de faibles débits de gaz produits (Trably et al., 2018). Pour contourner cette 

limitation, des techniques permettant d’extraire l’H2 du milieu réactionnel peuvent être mise en place. Celles-

ci seront abordées dans la partie 5 de ce chapitre. 

 Le métabolisme de la production d’H2 

Le processus de fermentation obscure a lieu pendant la digestion anaérobie de la biomasse qui aboutit à la 

production de méthane et de CO2. 

La fermentation obscure se caractérise par la transformation de matières carbonées, appelées biomasse, en 

hydrogène, par des bactéries. Le processus comprend 2 étapes. La première est celle de l’hydrolyse pendant 

laquelle les consortia bactériens dégradent les polysaccharides composant la biomasse en monomères de 

sucres et/ou d’autres molécules facilement métabolisables, le substrat. La seconde consiste en une cascade 
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de réactions biochimiques cellulaires qui permettent aux bactéries de produire de l’énergie et de synthétiser 

leurs composants cellulaires à partir du substrat hydrolysé. L’ensemble de ces réactions sont catalysées par 

des protéines : des enzymes qui ont une activité de catalyse spécifique et qui agissent dans des conditions 

précises de pH et de température. 

Les bactéries productrices d’H2 sont des chimiotrophes : elles tirent leur énergie de l’oxydation de molécules 

carbonées (substrat) via des réactions d’oxydoréduction. 

La production d’énergie chimique repose donc sur le transfert d’électrons entre des donneurs (oxydants) et 

des accepteurs (réducteurs). Lors de la fermentation en anaérobie, l’absence d’O2 qui est un très bon 

accepteur d’électrons (notamment lors de la respiration), implique l’utilisation d’autres accepteurs 

d’électrons par les microorganismes. Ce rôle d’accepteur est rempli par des molécules organiques qui jouent 

à la fois le rôle de donneur et d’accepteur d’électrons. Au final, l’énergie générée, i.e. la production 

d’électrons pendant la fermentation obscure, a lieu pendant l’oxydation du substrat qui est converti en 

molécules réduites (acétate, butyrate, éthanol). 

Les transferts d’électrons entre donneurs et accepteurs sont effectués par des porteurs d’électrons qui 

permettent de faciliter le transfert d’électrons et de produire de l’énergie par la synthèse d’ATP. Les porteurs 

d’électrons qui jouent un rôle clé dans la fermentation sont des coenzymes NAD+/NADH et la protéine 

ferrédoxine (Fd/FdH2). 

La figure 2 présente l’ensemble des réactions qui ont lieu au cours de la fermentation obscure. 

La première étape de la production d’H2 est la conversion du glucose (substrat) en pyruvate par la glycolyse 

(ou voie d’Embden - Meyerhof-Parnas). Cette étape permet de produire de l’adénosine triphosphate ATP, un 

« vecteur énergétique » pour la cellule et des éléments réducteurs NADH. 
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Figure 2 : Principales réactions chimiques survenant au cours de la fermentation obscure reproduit d'après Clion (2016), Khanna et 

Das (2013) et Trably et al. (2018) 

La deuxième étape est la production d’acétyl-CoA (acétyl-Coenzyme A) à partir du pyruvate et peut 

s’effectuer selon deux voies :  

(i) La voie de la pyruvate ferrédoxine oxydoréductase (PFOR) catalyse la conversion du pyruvate en CO2 et 

en acétyl-CoA et permet la production d’ATP. Les électrons générés pendant cette réaction sont transférés à 

la ferrédoxine (Fd) ou à un autre porteur d’électrons. FdH2 est oxydé par une hydrogénase qui régénère la Fd 

et produit de l’H2. Une production supplémentaire d’H2 peut avoir lieu, produite par le NADH qui est généré 

pendant la glycolyse. Le NADH est oxydé par la réduction de la Fd catalysée par une NADH-Fd réductase. 

Cette réaction n’a lieu qu’à très faible pression partielle dans le milieu. La voie de la PFOR est privilégiée chez 

les microorganismes anaérobies strictes comme les bactéries du genre Clostridium. 

(ii) La pyruvate formiate lyase (PFL), présente chez les organismes anaérobies facultatifs, catalyse la 

conversion du pyruvate en acétyl-CoA et en formiate. Le formiate permet de produire de l’H2 et du CO2 pour 

réguler le pH intra-cellulaire (Ruggeri et al., 2015a).  

Enfin, l’acétyl-CoA sert à la synthèse d’acétate, d’éthanol, de lactate ou de succinate. Ce processus permet 

de recycler les éléments réducteurs en NAD+ pour la glycolyse. Le rendement maximal in vivo de cette voie 

PFOR 

PFL 
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est de 4 molH2/molglucose lorsque l’acétate est l’accepteur d’électrons final, ce qui est équivalent à une 

production de 534 mLH2 /gglucose (Eq. 1.16). Lorsque la production d’H2 a lieu par la voie du butyrate, le 

rendement est plus faible : 2 molH2/molglucose (Eq. 1.17). 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 4𝐻2 + 2𝐶𝑂2 (Eq. 1.16)  

𝐶6𝐻12𝑂6 → 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2 + 2𝐶𝑂2 (Eq. 1.17)  

 

3.3. Limitations de la production d’hydrogène  

D’autres voies métaboliques entrent en concurrence avec la production d’H2. Le métabolisme et les flux de 

protons peuvent être redirigés vers la production d’autres métabolites finaux tels que le lactate qui 

consomme le substrat mais ne co-produit pas d’H2, les alcools, dont la formation requiert du NADH et ne 

produit pas d’H2, ou la voie du propionate qui consomme des protons et donc du potentiel biohydrogène. 

 Les voies concurrentes au niveau du substrat 

La modification du métabolisme dépendrait de l’état physiologique des bactéries et de leur phase de 

croissance qui détermine la disponibilité en énergie chimique associée au stock d’ATP et à la quantité de 

NADH (Ruggeri et al., 2015a). Lors de la croissance cellulaire exponentielle, les bactéries disposent d’une 

quantité abondante de substrat et d’énergie. Ce contexte est favorable à la production d’H2 par les voies du 

butyrate et de l’acétate (acidogenèse). La raréfaction du substrat limite la croissance cellulaire et est associée 

à la réduction de la production d’H2 et à l’augmentation de la production d’alcools par la solvantogenèse. La 

solvantogenèse intervient également lors de l’accumulation d’acide dans le milieu réactionnel et lors de la 

diminution du pH à des valeurs inférieures à 5. 

La production de lactate interviendrait dans des conditions de stress qui peuvent être liées à un choc de 

température, une baisse brutale du pH, la présence de traces d’oxygène dans le milieu, un excès ou une 

carence en substrat ou en nutriments (Trably et al., 2018). La production de lactate peut être également liée 

à la présence de bactéries lactiques (Streptococcus sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp.) dans le milieu 

réactionnel qui convertissent les sucres en lactate (Eq. 1.18) ou en lactate et éthanol (Eq. 1.19) (Teixeira 

Franco et al., 2016). 

𝐶6𝐻12𝑂6 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 (Eq. 1.18) 

𝐶6𝐻12𝑂6 → 𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 𝐶𝑂2 (Eq. 1.19) 

 

 Les voies consommatrices d’hydrogène 

Les voies consommatrices d’H2 affectent directement le rendement en H2 de la fermentation obscure. En 

réponse à un stress, les bactéries peuvent produire du propionate (Eq. 1.20) (Saady, 2013). La voie de 

l’homoacétogenèse consomme de l’H2 et du CO2 pour produire de l’acétate (Eq. 1.21) (Arooj et al., 2008). 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝐻2 𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂  (Eq. 1.20) 



   Chapitre 1 

18 
 

4 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐻2𝑂 (Eq. 1.21) 

Cette voie illustre les interactions de commensalisme entre les bactéries productrices d’H2 et les organismes 

homoacétogènes comme Clostridium ljungdahlii qui utilisent l’H2 pour leur métabolisme (Kopke et al., 2010). 

Un stress cellulaire peut également déclencher un changement de métabolisme vers cette voie (Saady, 2013). 

De manière générale, l’homoacétogenèse est difficilement évitable. 

Des organismes méthanogènes peuvent également émerger au cours de la fermentation obscure quand 

celle-ci s’effectue sur une longue durée. Les organismes méthanogènes utilisent l’H2 pour la production de 

CH4. 

4 𝐻2 + 𝐶𝑂2 → 𝐶𝐻4 + 2 𝐻2𝑂 (Eq. 1.22) 

Les bactéries réductrices de sulfates peuvent également entrer en concurrence avec les organismes 

méthanogènes pour l’utilisation de l’H2 surtout si les ions sulfates sont abondants dans le milieu réactionnel. 

L’H2 sert à réduire les ions sulfates toxiques pour les bactéries en H2S, un gaz corrosif et toxique à faible 

concentration (Teng et al., 2019). 

4 𝐻2 + 𝑆𝑂4
2− + 2 𝐻+ → 𝐻2𝑆 + 4 𝐻2𝑂 (Eq. 1.23) 

L’élimination des organismes méthanogènes et des bactéries réductrices de sulfate facilement réalisable 

comme nous le verrons dans la partie 4 de ce chapitre. 

3.4. Conclusion  

La figure 3 récapitule les principales voies métaboliques actives pendant la fermentation obscure. 

 

Figure 3 : Principales voies métaboliques au cours de la fermentation obscure  
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Pendant la fermentation obscure, nous distinguons quatre types de voies métaboliques qui utilisent le 

substrat issu de l’hydrolyse de la biomasse :  

 les voies productrices de biohydrogène qui seront donc à favoriser dans nos expériences (les voies 

acétate et butyrate) ;  

 les voies de consommation de l’hydrogène (propionate, homoacétogenèse, méthanogenèse, 

réduction des nitrates et des sulfates) ;  

 les voies compétitrices vis-à-vis du substrat, qui détournent le potentiel de production de la biomasse 

pour synthétiser d’autres composés (lactate et éthanol) ;  

 la voie du formiate, considérée comme une voie de stockage du potentiel hydrogène car pouvant 

menée à la décomposition du formiate en H2 et CO2. 

4. De l’utilisation de l’ensilage de maïs et de seigle pour la production d’hydrogène 

par fermentation obscure  

4.1. L’ensilage  

 Définitions 

Le terme "ensilage" désigne à la fois une technique de stockage des plantes et le produit acidifié résultant de 

cette technique (Paragon et al., 2004). L’ensilage est une technique de stockage du fourrage largement 

répandue en l’agriculture. Son principe repose sur une fermentation lactique contrôlée, qui a lieu en 

conditions anaérobies. Ce processus est constitué de cinq étapes : production, respiration, acidification, 

stabilisation et dégradation (Teixeira Franco et al., 2016). 

La production de la biomasse comprend la croissance végétale, le hachage et la mise en silo. Cette étape est 

déterminante pour la qualité du produit fini. Dans le cas du maïs, la plante est collectée au stade « pâteux 

dur du grain » correspondant à une teneur en matières sèches dans la plante de 30 à 35 %, teneur optimale 

pour la mise en silo (Carpentier et Cabon, 2011). La plante est hachée dans une ensileuse pour obtenir des 

morceaux de taille inférieure à 20 mm. Les morceaux sont amassés et tassés à l’aide d’engins agricoles pour 

chasser l’air du silo puis bâchés hermétiquement pour éviter les circulations d’air et favoriser l’initiation 

rapide de conditions anaérobies. La maîtrise du hachage est cruciale car une proportion importante (> 1 %) 

de morceaux excédants le seuil des 20 mm peut compromettre le tassement du silo (Arvalis-infos.fr., 2015). 

A ce stade, les microorganismes présents dans l’ensilage sont ceux de la flore épiphyte de la plante de maïs. 

Cette flore est constituée par ordre d’abondance : de levures dont des espèces capables d’assimiler le lactate, 

de moisissures, d’entérobactéries, de bactéries lactiques (Lactobacillus, Pediococcus, et Leuconostoc) et de 

spores Clostridium en très faible quantité dont la présence peut résulter d’une contamination avec de la terre 

pendant la récolte (Guan et al., 2018 ; Kung et al., 2000 ; Lin et al., 1992). Guan et al. (2018) affirment que 

les facteurs qui ont le plus d’impact sur les consortia endogènes de l’ensilage de maïs sont, d’une part, les 
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précipitations au cours de la croissance de la plante et son taux d’humidité, et d’autre part, la température 

intérieure du silo qui affecte les bactéries fermentaires. De façon générale, le climat régnant sur le lieu de 

stockage (température, hygrométrie, précipitations) va également modifier la fermentation de l’ensilage 

(Bernardes et al., 2018). Le broyage de la biomasse semble augmenter la diversité bactérienne de la flore, 

notamment par une libération accrue de sucres solubles lors du broyage (Lin et al., 1992). 

La respiration caractérise la poursuite de l’activité métabolique des cellules végétales intactes tant qu’il reste 

de l’oxygène dans le silo (Paragon et al., 2004). La respiration cellulaire (Eq. 1.24) consomme de l’oxygène et 

oxyde, en plusieurs étapes, les monosaccharides en dioxyde de carbone et en eau avec production de 

chaleur.  

𝐶6𝐻12𝑂6 + 6𝑂2 →  6𝐶𝑂2 + 6𝐻2𝑂 + 𝑐ℎ𝑎𝑙𝑒𝑢𝑟 (𝐸𝑞 1.24) 

 

D’après McDonald (1982), la quantité de sucres consommée pour l’utilisation d’O2 est négligeable par 

rapport à la teneur totale en sucres de la biomasse. 

L’acidification se met en place consécutivement à l’épuisement de l’oxygène. Elle est initiée par les bactéries 

aérobies facultatives de la flore épiphyte (entérobactéries), qui sont remplacées par les bactéries lactiques. 

Ces dernières représentent moins de 1 % d’abondance dans la flore épiphyte (Gharechahi et al., 2017 ; Guan 

et al., 2018 ; Pahlow et al., 2003 ; Teixeira Franco et al., 2016). Ainsi, les populations de bactéries présentes 

majoritairement avant l’ensilage disparaissent au profit des bactéries lactiques mieux adaptées aux 

conditions du milieu (anaérobie et acidité). Cette étape est caractérisée par une chute du pH (jusqu’à 4) 

provoquée par la production rapide d’acide lactique à partir des monosaccharides présents dans l’ensilage 

ou issus de l’hydrolyse pendant la respiration. 

Le tableau 1 présente les principales réactions qui ont lieu au cours de l’acidification de l’ensilage. 

Tableau 1 : Principales réactions de fermentation au cours de l’ensilage (d’après McDonald, 1982 ; Teixeira Franco et al., 2016). 
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Les bactéries lactiques sont classifiées en fonction de leur métabolisme. Les organismes homofermentaires 

(Lactobacillus plantarum) convertissent majoritairement les sucres solubles en acide lactique sans 

coproduction de CO2 et donc sans perte de matières sèches. Ces bactéries permettent une fermentation 

rapide et une bonne stabilisation du silo avec l’acide lactique. Les bactéries hétérofermentaires (Lactobacillus 

brevis) convertissent les sucres solubles en acide lactique avec co-production d’acétate ou d’éthanol et de 

CO2. Ces organismes expliquent la diversité des acides produits au cours de l’acidification. 

La présence résiduelle d’O2 peut favoriser le développement de bactéries sporulantes productrices d’acide 

butyrique ou de levures productrices d’éthanol. L’acide acétique (pKa = 4,76) et l’acide butyrique (pKa = 4,82) 

sont moins intéressants pour le stockage de la biomasse car ils sont moins « forts » que l’acide lactique 

(pKa = 3,86). 

Notons que cette étape est cruciale pour pouvoir stabiliser l’ensilage sur le long terme et prévenir toute 

dérive fermentaire (production de butyrate et d’éthanol) non désirée. Elle dépend notamment de la quantité 

en sucres solubles, de la flore bactérienne et de l’absence d’oxygène dans le silo. 

La stabilisation correspond à une période où le métabolisme fermentaire est ralenti, le pH reste stable et les 

conditions anaérobies sont maintenues. Ces conditions permettent de conserver la biomasse en inhibant 

d’une part, les enzymes protéolytiques de la plante, et d’autre part, les microorganismes capables de 

dégrader la matière (Brémond et al., 2018). L’acidité permet de préserver une qualité énergétique d’ensilage 

constante, de minimiser les pertes de matières sèches et d’éviter le développement de micro-organismes 

indésirables (Carpentier et Cabon, 2011). 

La dégradation de l’ensilage de maïs peut intervenir à l’ouverture du silo i.e. lors de la rupture des conditions 

anaérobies du milieu. La dégradation de l’ensilage est causée par la réactivation des champignons, 

moisissures et bactéries hydrolytiques qui entraînent des pertes en terme de teneur énergétique de la 

biomasse (Borreani et al., 2018 ; Teixeira Franco et al., 2016 ; Wilkinson et Davies, 2013). Les phénomènes à 

l’origine de la dégradation feront l’objet d’une description plus approfondie au chapitre 4. 

L’ensilage est donc une méthode de stockage de la biomasse par voie biologique qui repose sur l’acidification 

de la biomasse pour empêcher sa dégradation. Ce procédé requiert des engins spécifiques, une infrastructure 

et une expérience spécifique du fait des réactions biochimiques et des cinétiques de fermentation 

bactérienne complexes qui ont lieu pendant la mise en silo et qui sont nécessaires pour obtenir un ensilage 

de qualité stable. 

 Utilisation de l’ensilage  

L’ensilage permet le stockage d’une grande diversité de matières organiques : des fourrages verts (herbe, 

maïs plante entière, sorgho, graminées, luzerne), des co-produits de l’industrie agro-alimentaire (pulpe de 

citron, marc de raisin, pulpe de tomate, paille de blé, pulpe de betterave, grignons d’olive, co-produit 
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bananier) (Álvarez et al., 2015 ; Cieciura-Włoch et Borowski, 2019; Hillion et al., 2018 ; Mannetje et al., 2000) 

et des co-produits de l’industrie brassicole (drèches) (Boessinger et al., 2005 ; Heuzé et al., 2017). 

En 2021, l’ensilage de maïs représentait en France 18,8 millions de tonnes de matières sèches pour 1,308 

millions d’hectares de culture (Ministère de l’Agriculture et de l’Alimentation, 2021). Malgré une tendance à 

la diminution des surfaces sur les 10 dernières années (- 108 000 ha entre 2020 et 2021, Ministère de 

l’Agriculture et de l’Alimentation, 2021) l’augmentation du rendement à l’hectare stabilise les volumes de 

production (+1,6 Mt en 2021 vs 2020). 

Dans l’Union Européenne, les surfaces cultivées destinées à l’ensilage de maïs représentaient en 2020 6,1 

millions d’hectares (Mha) et 16,5 Mha dans le monde d’après la Fédération Nationale de la Production des 

Semences de Maïs et de Sorgho (FNPSMS). Cette production est largement dédiée à l’alimentation animale 

mais, depuis l’année 2008, la part de la surface dédiée à la production d’ensilage de maïs pour valorisation 

en méthaniseur a été multipliée par 5. Selon la FNPSMS, l’Allemagne détient la plus grande surface agricole 

pour l’ensilage de maïs destiné à la production de biogaz en Europe (1 Mha) avec un rendement de 202 Nm3 

de biogaz par tonne de matières sèches, soit plus de 2000 m3 de biogaz par hectare1 d’après l’estimation de 

Scohy (2019). 

Le seigle est une céréale cultivée essentiellement en Europe de l’Est (Allemagne, Pologne, Russie), sa 

production en France pour l’année 2021 s’est élevée à 189 000 tonnes. Cette plante présente des avantages 

agronomiques notables (résistance à des conditions de stress hydrique, peu sensible aux ravageurs, faible 

consommatrice d’intrants et d’eau) et pourrait être utilisé comme culture intermédiaire à vocation 

énergétique (CIVE) dans le cadre d’une rotation de culture. Le seigle est riche en matière azotée. D’un point 

de vue fermentaire, cet apport en azote est essentiel pour favoriser la croissance des bactéries anaérobies 

(Dai et al., 2016 ; Yan et al., 2015 ; Zahan et al., 2018) et stabiliser la flore bactérienne du méthaniseur 

(Fermon, 2021). 

Le tableau 2 présente une comparaison entre le potentiel méthane de l’ensilage de seigle et de celui du maïs  

Tableau 2 : Potentiel méthane de l'ensilage de maïs et de seigle. 

Potentiel méthane m3/tmatière fraîche 
Référence 

Ensilage de seigle Ensilage de maïs 

75 ± 5 110 ± 5 Herrmann et al., 2011 

103 ± 11 95 ± 15 Schimpf et al., 2013 

94 - 121 85 - 110 Samer et al., 2019 

120 - 195 60 – 70 Fermon, 2021 

203* 276* Mähnert et Linke, 2009 

* fermentation en continu 

                                                           
 

1 Volume calculé à partir d’un rendement moyen de matières sèches par hectare de 11,7tMS/ha (Scohy, 2019) 
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Le potentiel des biomasses est assez similaire selon les sources. Le potentiel de l’ensilage de maïs s’échelonne 

entre 60 et 110 m3/tmatière fraîche avec un rendement théorique maximal calculé à 276 m3/tmatière fraîche. Celui de 

l’ensilage de seigle est plus variable : il oscille entre 75 m3/tmatière fraîche et 195 m3/tmatière fraîche avec un 

rendement théorique maximal calculé 203 m3/tmatière fraîche.  

Cette variabilité pourrait dépendre du taux de matières sèches de la plante et du stade de végétation au 

moment de la récolte de la biomasse pour l’ensilage (Fermon, 2021). 

Ainsi, les ensilages de maïs et de seigle sont des biomasses faciles à stocker, abondantes, disponibles et 

dotées d’un bon potentiel énergétique par digestion anaérobie. Pris ensemble, ces critères justifient la 

pertinence de mettre en œuvre les biomasses ensilées pour la production d’H2 par fermentation obscure. 

4.2. Revue de la littérature sur la production d’H2 relative aux co-produits de la 

culture de maïs 

Quarante-cinq publications qui s’échelonnent de 2004 à 2021, relatives aux co-produits du maïs impliqués 

dans la production de l’hydrogène par fermentation obscure sont présentées dans le tableau 3. Notons que 

l’ensilage de seigle pour la production d’H2 n’a pas fait l’objet de publication. Cette revue de la littérature 

permet d’étudier les principaux facteurs qui affectent la production d’H2 par fermentation obscure : les 

prétraitements de la biomasse, la composition du milieu réactionnel, les paramètres biochimiques et la 

nature de l’inoculum.  
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Tableau 3 : Production d’H2 par fermentation obscure à partir de co-produits de la plante de maïs. 

Référence  Granulométrie 
 (mm) 

Inoculum 
(Prétraitement) 

Temp.  
(°C) 

pH Prétraitement biomasse Rendement 
(LH2/kgMS) 

Paille de maïs : 29 études 

Datar et al. (2007) N.D. Boues de STEP (105°C) 35 5,5* Explosion vapeur (190 - 220°C, 3 - 5 min, 
H2SO4) 

71 

     Explosion vapeur (180 – 200°C, 1 - 3 min) 52 
     Explosion vapeur (200°C, 3 min) + 

enzymes 
155 

Fan et al. (2008) 0,4 Fumier de pandas  
(Aération) 

36 5,5* N.P. 20 
    Impr. (100°C, 30 min, Acide lactique) 133 

    Microbio. (25°C, 15 jours) 176 

Guo et al. (2014) 0,4 Fumier de bovin (100°C)  36  7,5 Autoclave (121°C, 60 min, H2SO4) 51 
  Fumier de bovin (100°C),  

Bacillus sp.  
   59 

  Fumier de bovin (100°C), CTAB 
(bromure de cétyltriméthylammonium) 

   68 

  Fumier de bovin (100°C), CTAB, 
Bacillus sp.  

   80 

Li et Chen (2007) 40 C. butyricum 35 7,2 N.P. 9 
     Explosion vapeur (198°C, 10 min), 

Saccharification simultanée 
68 

Li, Guo, et Liu (2014) 0,4 Fumier de bovins composté 
(Irradiation) 

36 7 Autoclave (120°C, 60 min, H2SO4) 143 

Lu et al. (2009) N.D. Boues anaérobies (100°C) 37  Explosion vapeur (198°C, 10 min) 8 
  Boues anaérobies (100°C), 

C. thermocellum 
  Explosion vapeur (198°C, 10 min)  

Microbio. (37°C) 
21 

  Boues anaérobies (100°C), 
C. thermocellum 

  Explosion vapeur (198°C, 10 min)  
Microbio. (55°C)  

64 

Ma et al. (2011) 0,2 Boues de rivière (100°C) 36 7  Impr. (90°C, 120 min), Enzymes 165 

Pan et al. (2011) 0,4 Fumier de bovins 
(Four infrarouge) 

36 7 Autoclave (120°C, 60 min, H2SO4) 94 
    Autoclave (120°C, 60 min, H2SO4) , 

Enzymes 
190 

Song et al. (2012) 0,4 Fumier de bovins 36 7 Autoclave (12°C, 60 min, H2SO4) 79 
  Fumier de bovins (Irradiation)    146 

Song et al. (2014) 0,4 Clostridium sp.  36 7 N.P. 75 

Wang et al. (2010) 0,2 Boues de rivière (100°C) 36 7 Impr. (90°C, 120 min, HCl) + Enzymes 147 

Xing et al. (2011) 0,4 Fumier de pandas (Aération) 36 7 Enzymes 181 

Xu et al. (2010) 0,25 Ethanoligenens harbinense 37 4,8* Explosion à la vapeur (18°C, 10 min), 
Saccharification simultanée  

58 

     Explosion à la vapeur (189°C, 10 min, 
Acide acétique), Saccharification 
simultanée 

99 

Yang et al. (2015) 0,8 Fumier de bovin 
(112°C) 

35 7 Impr. (98 - 126°C, 0 - 3 h, NaOH) 135 
    Impr. (98 - 126°C, 0 - 3 h, NaOH), 

enzymes 
169 

Zhang et al. (2007) 0,8 Fumier de bovins composté 
(Aération, 50°C) 

36  7 N.P. 3 
    Impr. (100°C, 30 min, HCl)  131 
    Impr. (100°C, 30 min, NaOH)  50 

Zhang et al. (2011) 0,4 Boues de STEP 37  7 Autoclave (120°C, 120 min, H2SO4)  55 
  Boues de STEP (100°C)    100 

Zhang et al. (2015) 0,4 C. sartagoforme 35 6,4 N.P. 93 

Li et al. (2018) 0,25 Fumiers variés (100°C) 40  4,8 Saccharification  66 
     Saccharification simultanée  80 

Cheng, Li, et Liu (2012) 15 C. thermocellum  55  7 Autoclave (120°C, 20 min, NaOH) 70 

Kvesitadze et al. (2011) 1 C. thermocellum  55 8,5 Explosion (50°C, 30 min, CO2)  109 
 Coculture : C. thermocellum  

T. thermosaccharolyticum  
   133 

Lalaurette et al. (2009) N.D. C. thermocellum  55  6,8 Explosion vapeur (190°C, 1,5 min, H2SO4) 146 

Abréviations : N.D : non déterminé, N.P. : non prétraité, Impr. : imprégnation, Microbio. : hydrolyse par voie microbienne. *régulation du pH  
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Référence Granulométrie 
 (mm) 

Inoculum 
(Prétraitement) 

Temp. 
(°C) 

pH Prétraitement biomasse Rendement 
(LH2/kgMS) 

Paille de maïs (suite)       

Li et Liu (2012) 1 C. thermocellum 55  7 N.P. 39 
  Coculture : C. thermocellum 

T. thermosaccharolyticum 
  N.P. 68 

    Autoclave (115°C, 30 min) 75 

Li et al. (2014) 1 Coculture : C. thermocellum 
T. thermosaccharolyticum  

55  7 Microondes (5 - 90 min, NaOH) 106 

Liu et Cheng (2010) 1,2 Déchets de vinification 
(100°C) 

55  7 N.P.  26 
   Microondes (5 - 90 min) 33 
   Microondes (5 - 90 min, H2SO4) 46 
   Impr. (100°C, 5 - 90 min, H2SO4) 35 

Shanmugam et al. (2014) 5 Boues de STEP Industrie 
brassicole 

53   Explosion vapeur (190°C, 10 min, 
H2SO4) 

87 

Cao et al. (2009) 10 T. thermosaccharolyticum  60  7 Autoclave (120°C, 30 - 180 min, 
H2SO4)  

33 

Cao et al. (2012) 2 Consortium bois pourri 
(Enrichissement cellulose) 

60  7 N.P. 110 
Impr. (23 - 50°C, 12 - 96 h, Citron) 159 

Liu et al. (2008) Poudre C. thermocellum 60  7 N.P. 44 
  Coculture : C. thermocellum 

T. thermosaccharolyticum 
  N.P. 78 

Ren et al. (2010) 1 T. thermosaccharolyticum  60  7 Impr. (80°C, 120 min, NaOH), 
Enzymes 

194 

Zhao et al. (2012) 0,4 T. thermosaccharolyticum 60  7 Autoclave (121°C, 20 min),  
Microbio., Enzymes  

80 

Panagiotopoulos et al. (2009) 8 Caldicellulo. saccharolyticus 70  7 Impr. (170°C, 30 min, H2SO4) + 
Enzymes 

- 

Panagiotopoulos et al. (2011) N.D. Caldicellulo. saccharolyticus 70  7 N.P. - 

Rafles de maïs : 7 études       

Tang, Ren, et Xu (2013) 2 C. hydrogeniproducens 37  6,6 - 6,9 Explosion vapeur (121°C, 20 min), 
Enzymes 

83 

     Explosion vapeur (121°C, 20 min, 
H2SO4), Enzymes 

119 

     Explosion vapeur (121°C, 20 min, 
NaOH), Enzymes 

100 

Pan et al. (2010) 0,4 Fumier de bovins (Aération) 36  8 N.P. 12 
     Impr. (100°C, 10 - 60 min, HCl) 65 
     Impr. (100°C, 30 min, NaOH, 

H2O2) 
13 

Nasr et al. (2014) N.D. Boues anaérobies (70°C)  35  5,5 Traitement industriel pour 
bioéthanol 

138 

Yang et al. (2010) Poudre Fumier de bovin 
(112°C) 

36  7 N.P. 13 
    Impr. (100°C, 30 min, HCl ), 

Enzymes 
120 

Li et al. (2018) 0,25 Fumiers variés (100°C) 40  4,8 Saccharification 90 
     Saccharification simultanée  103 

Liu et al. (2008) Poudre C. thermocellum 60  7 N.P. 45 
  Coculture : C. thermocellum  

T. thermosaccharolyticus 
  N.P. 98 

Panagiotopoulos et al. (2011) N.D. Caldicellulo. saccharolyticus 70  7  - 

Amidon et grains de maïs : 3 
études 

      

Liu et Shen (2004) Poudre Céréales concassées (100°C) 35  8 N.P. 178 

Bao, Su, et Tan (2013) Poudre Coculture : Bacillus sp et 
Brevundimonas sp. 

35  6,8 N.P. 89 
    Impr. (100°C, 30 min) 132 

Panagiotopoulos et al. (2009) < 10 Caldicellulo. saccharolyticus 70  7 Liquéfaction + saccharification  - 

Feuilles de maïs : 1 étude       

Ivanova, Rákhely, et Kovács 
(2009) 

N.D. Caldicellulo. saccharolyticus 70  7,2 N.P. 15 
    Microbio. 38 

Abréviations ; N.D : non déterminé, N.P. : non prétraité, Impr. : imprégnation, Microbio. : hydrolyse par voie microbienne. *régulation du pH 
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Référence Granulométrie 
 (mm) 

Inoculum 
(Prétraitement) 

Temp.  
(°C) 

pH Prétraitement biomasse Rendement 
(LH2/kgMS) 

Ensilage de maïs : 9 études 
      

Cieciura-Włoch et Borowski 
(2019) 

13 Boues de STEP 35°C 5,5  260 
 Boues de STEP (80°C)    113 

Dauptain et al. (2020) < 10 Endogène 37°C 6  136 
 Endogène (90°C)    126 
 Boues de STEP (90°C)    124 

Kyazze et al. (2008) N.D. Boues de STEP (110°C) 35°C 5,2* Extracteur de jus 62 

Benito Martin, Schlienz, et 
Greger (2017) 

0,75 Boues anaérobies  
(choc de charge d’alim.) 

38°C 5,5*  33 

Nikolajeva et al. (2015) N.D. Endogène 37°C 6,5  - 
    Microbio. - 

Nkemka et al. (2015) N.D. Boues anaérobiques 
(Enrichissement 
cellulose) 

37°C 3,9  56 
    Microbio. 53 

Gómez-Camacho et al. (2021) < 10 Boues anaérobies (acide 
et aération) 

35°C 6* +10 % d’ensilage 
d'herbe 

20 

Manzini et al. (2015) 0,5 Lisier (100°C) 55°C 5,5  106 

Tenca et al. (2011) 2 Lisier (100°C) 55°C 5,5  108 

Abréviations : N.D : non déterminé, N.P. : non prétraité, Impr. : imprégnation, Microbio. : hydrolyse par voie microbienne. *régulation du pH 

Devant le grand nombre de publications, l’interprétation de ce tableau est déclinée dans la suite en fonction 

de la nature du substrat (co-produit de la plante de maïs), des prétraitements applicables à la biomasse avant 

fermentation obscure, de l’ajout de nutriments nécessaire à la croissance bactérienne et de l’utilisation 

d’inocula bactériens pour réaliser le processus fermentaire.  

4.3. Les différents co-produits de la plante de maïs testés dans la 

littérature  

En référence au tableau 3, cinq co-produits de la plante de maïs ont été ciblés dans la littérature : la paille, 

les rafles, les feuilles, les grains et l’ensilage représentés sur la figure 4.  

 

Figure 4 : Co-produits de maïs utilisés dans la littérature pour la production d’hydrogène. 
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Le premier co-produit étudié est la paille ou canne de maïs (corn stalk, corn straw et corn stove, figure 4A). 

Celle-ci est un mélange hétérogène composé des spathes (feuilles qui enveloppent l’épi de maïs), des tiges, 

des feuilles de la plante et des rafles de maïs. Traditionnellement, la paille est laissée sur place pour recouvrir 

le sol ou pressée en botte afin de servir de litière pour l’élevage. Ce co-produit est le plus utilisé dans la 

littérature consultée : 29 études sur 45 utilisent cette biomasse. Ce constat est logique dans la mesure où la 

paille de maïs est un gisement important de biomasse notamment dans un pays comme la Chine (220 millions 

de tonnes produites par an, Zhang et al., 2015 mais qui ne sont pas valorisée). De plus, la paille de maïs est 

déjà employée pour la production de biocarburants (bioéthanol, Lynd et al., 2017 et ETIP Bioenergy). L’Energy 

Independence et Security Act (2007) planifiait une production de 163 milliards de litres de biocarburant à 

l’horizon 2022 aux USA dont 90 milliards seraient issus de biomasses cellulosiques. 

Les rafles de maïs seules, séparées de leurs grains pendant la récolte (figure 4B), font l’objet de sept 

publications. La feuille de la plante de maïs est un co-produit rarement étudié (figure 4C), son utilisation pour 

la production d’hydrogène n’a été signalée qu’une seule fois (Ivanova et al., 2009). Trois publications sur le 

potentiel de production d’H2 des grains (figure 4D) et de l’amidon de maïs ont été relevées. Enfin, 9 

publications traitent plus spécifiquement de l’utilisation de l’ensilage de maïs (figure 4E).  

D’après le tableau 3, la paille, les rafles et les feuilles de maïs ont des potentiels de production d’H2 

relativement proches (3 - 15 LH2/kgMS) sans prétraitement et sans utilisation de bactéries hydrolytiques en 

culture pure. Peu d’études ont comparé les différentes biomasses entre elles. Liu et al. (2008) obtiennent 

des rendements en H2 très proches lors de la fermentation de paille de maïs et de rafles par la bactérie 

Clostridium thermocellum (44 et 45 LH2/kgMS). Toutefois, la coculture de Clostridium thermocellum et 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum est plus efficace pour fermenter les rafles (98 LH2/kgMS) que 

la paille (78 LH2/kgMS). Les travaux de Li et al. (2018) montrent également que les rafles hydrolysées à la 

cellulase et fermentée par des cultures mixtes aurait un meilleur potentiel de production que la paille, 

respectivement 90 et 66 LH2/kgMS. L’amidon, moins récalcitrant à l’hydrolyse des microorganismes que les 

autres biomasses, aurait un rendement supérieur (89 LH2/kgMS). Les productions en H2 de l’ensilage de maïs 

sont très variables et s’échelonnent entre 20 et 260 LH2/kgMS. Notons que parmi les 45 études recensées dans 

le tableau 3, l’étude qui obtient le rendement les plus élevé (260 LH2/kgMS) met en œuvre de l’ensilage de 

maïs (Cieciura-Włoch et Borowski, 2019). 

4.4. Les prétraitements de la biomasse avant fermentation obscure 

Les biomasses sont riches en sucres, pourtant peu d’études les fermentent directement : une étape 

préliminaire de prétraitement est systématiquement mise en œuvre (broyage suivi ou non d’une hydrolyse). 

Ce choix est justifié par la structure de la biomasse qualifiée de récalcitrante aux microorganismes. Cette 

partie se propose de donner des éléments sur la structure biologique de la plante de maïs afin d’appréhender 

les mécanismes de prétraitement auxquels elle est soumise.  

La figure 5 présente les enjeux du prétraitement de l’ensilage de maïs pour la fermentation obscure.  
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Figure 5 : Structure et co-produits issus du prétraitement de l'ensilage de maïs. 

En référence à la figure 5, l’ensilage de maïs est constitué de deux familles de biomasse : les biomasses à 

amidon et les biomasses lignocellulosiques. 

Les grains sont composés d’amidon, un polymère qui permet aux végétaux de stocker des nutriments 

glucidiques. L’amidon est un homopolymère de glucose qui contient des chaînes linéaires (amylose) ou 

ramifiées (amylopectine) (Marques et al., 2018). 

Les autres parties de la plante de maïs ont une structure lignocellulosique, ainsi les parois des cellules 

végétales de la plante de maïs sont composées d’un assemblage complexe et très résistant de trois 

macromolécules : la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (McKendry, 2002). La cellulose est un 

homopolymère linéaire dont l’unité de base est le cellobiose, un diholoside formé de deux molécules de D-

glucose reliées de manière covalente par une liaison osidique de type β-(1→4). L’organisation des chaînes de 

glucose, grâce à des liaisons hydrogène au sein d’une chaîne de cellobiose ou entre deux chaînes, conduit à 

la fois à la présence de régions cristallines (lorsque les chaînes sont bien alignées) et de régions amorphes 

(Park et al., 2010). La cellulose s’organise en forme de fibres autour desquelles se positionnent les 

hémicelluloses, telle une matrice (Zakzeski et al., 2010). Les hémicelluloses sont des polysaccharides ramifiés, 

constitués de plusieurs monomères de sucres parmi lesquelles on retrouve à la fois des hexoses à 6 atomes 

de carbone (glucose, mannose, galactose) et des pentoses à cinq atomes de carbone (xylose et arabinose). 

Les hémicelluloses assurent la liaison entre la cellulose et la lignine, un polymère composé de molécules 

aromatiques (polyphénols). La lignine confère à la structure végétale de la rigidité, une protection aux 

microorganismes et au stress oxydant (Lobo et al., 2021 ; Soares et al., 2020). 
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Les co-produits de la plante de maïs intéressants pour la fermentation sont les sucres présents sous forme 

de polymères qui constituent l’amidon et les fractions cellulosiques et hémicellulosiques de la plante de maïs. 

Cependant, la structure complexe de la cellulose, notamment ses régions cristallines et la présence de lignine, 

rendent la biomasse récalcitrante aux enzymes hydrolytiques des microorganismes. L’enjeu est donc de 

libérer le substrat pour le rendre disponible aux bactéries fermentaires et, pour ce faire, des prétraitements 

sont mis en œuvre. Ceux-ci visent à modifier la structure de la biomasse, à dégrader la matrice 

lignocellulosique des parois végétales et/ou à solubiliser les sucres (Mosier, 2005). 

Au cours de ces prétraitements, des molécules potentiellement inhibitrices de la fermentation obscure 

peuvent être produites. La dégradation de la lignine libère des composés phénoliques tels que l’acide 

férulique et l’acide p-coumarique, qui ont des effets antimicrobiens via des interactions avec les membranes 

cellulaires (Kalinoski et al., 2020). Ensuite, les monosaccharides (hexoses et pentoses) peuvent être dégradés 

respectivement en 5-HMF (5-hydroxy-méthyl-furfural) et en furfural, des composés furaniques qui, à leur 

tour, se dégradent en acide lévulinique, acétique et formique. Ces molécules ont un effet bactériostatique 

qui affecte la synthèse des enzymes glycolytiques et peuvent avoir un effet mutagène (Bundhoo et Mohee, 

2016). De plus, les acides sous forme non dissociée sont capables de pénétrer par diffusion dans les cellules 

microbiennes diminuant le pH intracellulaire et modifiant la pression osmotique (Palmqvist et Hahn-

Hägerdal, 2000). 

Le défi du prétraitement est donc de libérer des molécules fermentescibles tout en évitant de générer des 

inhibiteurs. 

 Prétraitements mécaniques et thermiques  

Les prétraitements physiques visent à réduire la taille des particules de la biomasse, ce qui permet 

d’augmenter la surface de contact entre les bactéries fermentaires et la biomasse et plus généralement, de 

désorganiser la structure lignocellulosique de la biomasse (lignine et cellulose cristalline) et de favoriser 

l’extraction des molécules solubles. 

Broyage  

Même si le broyage est un prétraitement mécanique qui consomme de l’énergie - au point d’être considéré 

comme non viable d’un point de vue économique par Amin et al. (2017) pour la production de biohydrogène 

et de biogaz par de fermentation anaérobique - force est de constater qu’il est très fréquemment utilisé pour 

préparer la biomasse avant un prétraitement thermochimique ou biologique afin d’améliorer l’efficacité de 

ces prétraitements (Soares et al., 2020). Il contribue également à l’homogénéisation du stock de biomasse 

(Benito Martin et al., 2017). De plus, il ne génère ni effluent chimique (Amin et al., 2017), ni molécule 

inhibitrice de la fermentation mais pourrait favoriser le relargage d’inhibiteurs naturellement présents dans 

la biomasse. Plusieurs outils de broyage sont décrits dans la littérature. Les broyeurs à lames produisent des 

morceaux de petite taille et les broyeurs à marteaux, des morceaux fins et fibreux (Montgomery et 



   Chapitre 1 

30 
 

Bochmann, 2014). Le paramètre étudié lors du broyage est le seuil de coupure (i.e. la taille des particules), 

caractérisé par le passage à travers un tamis (Montgomery et Bochmann, 2014). 

Spécifiquement sur l’ensilage de maïs, en plus du hachage agricole lors de la récolte, d’autres prétraitements 

mécaniques sont effectués. Le tableau 4 présente les prétraitements mécaniques appliqués à l’ensilage de 

maïs avant la fermentation obscure. 

Tableau 4 : Prétraitements mécaniques et rendement de production d’hydrogène de l’ensilage de maïs dans la 
littérature (9 études). 
 

Référence Taille du broyage 
Seuil de 
coupure 

Inoculum 
Rendement 
(LH2/kgMS) 

Nkemka et al. (2015) Hachage initial - Boues de méthaniseur 56 

Nikolajeva et al. (2015) Hachage initial - Endogène < 10 

Kyazze et al. (2008) Extracteur de jus - Boues de STEP 62,4 

Cieciura-Włoch et Borowski 
(2019) 

Moyen 0,3 - 13 mm Boues de STEP prétraitée 260 

Tenca et al. (2011) Fin 1,0 mm Inoculum mixte 108 

Benito Martin et al. ( 2017) Fin 0,75 mm Boues anaérobies 32,6 

Manzini et al. (2015) Fin 0,5 mm Inoculum mixte 106 

Gómez-Camacho et al. (2021)  Fin non précisé Boues anaérobies 20 

Dauptain et al. (2020) Fin non précisé Endogène 143 ± 11 

 

Les études de Nikolajeva et al. (2015) et Nkemka et al. (2015) utilisent l’ensilage de maïs sans prétraitement 

pour la production d’hydrogène alors que la majorité des autres études effectue un broyage supplémentaire 

avant de mettre en œuvre le maïs ensilé. Notons l’utilisation d’un extracteur de jus utilisé par Kyazze et al. 

(2008), la biomasse testée étant le jus d’ensilage de maïs, facile à mettre en œuvre. Le broyage améliore le 

rendement de production en H2 ; en effet, les rendements les plus importants sont obtenus après ce 

prétraitement (tableau 4). Nkemka et al. (2015) obtiennent par ailleurs un rendement intéressant 

(56 mLH2/gMS) avec de l’ensilage de maïs brut non broyé. 

Plus le broyage est fin, plus il est difficile à mettre en œuvre, il convient donc de définir la taille critique à 

partir de laquelle le broyage n’améliore plus le rendement de production d’H2. Song et al. (2014) étudient 

l’impact de la taille des particules sur la production d’hydrogène en utilisant des tamis permettant d’obtenir 

des particules de diamètre compris entre 149 et 420 µm. À ces ordres de grandeur, l’effet du broyage est 

insignifiant tant sur la production d’hydrogène (+2 %) que sur la phase de latence. Dumas et al. (2015) ont 

mené une démarche analogue en utilisant la paille de blé comme substrat. L’effet du broyage sur 

l’augmentation du rendement en biogaz (méthane) est maximal quand la taille des particules est réduite à 1 

mm. Dans la littérature, le séchage de la biomasse est systématiquement réalisé avant broyage pour faciliter 

le prétraitement et obtenir des granulométries fines. 

Pour réduire le coût énergétique du broyage, un processus d’optimisation impliquant notamment les lames 

de broyage, le flux d’alimentation, le taux d’humidité pourrait être proposé. 
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Le broyage apparaît nécessaire pour la mise en œuvre de la fermentation d’une biomasse lignocellulosique. 

La granulométrie des particules pour optimiser la production d’H2 semble être le principal facteur à optimiser 

pour limiter le coût énergétique du broyage (Mosier, 2005). 

Explosion à la vapeur 

L’explosion à la vapeur est un traitement à la fois thermique, mécanique et chimique. Elle consiste à exposer 

la biomasse à de la vapeur saturée à haute pression (> 10 bar) et à haute température (> 150°C) pendant une 

courte durée (< 30 min) puis à dépressuriser rapidement le milieu provoquant l’éclatement de la biomasse 

par la vapeur piégée dans la matrice lignocellulosique (décompression explosive) (Ziegler-Devin et al., 2021). 

L’explosion à la vapeur permet de solubiliser une partie importante des hémicelluloses et peut altérer la 

lignine. Lors de l’exposition de la biomasse à haute température, des acides contenus dans les hémicelluloses 

sont libérés et catalysent l’hydrolyse de la biomasse. Ce phénomène d’hydrolyse chimique est appelé 

autohydrolyse (Mosier, 2005). 

Dans la littérature, les études qui mettent en œuvre l’explosion à la vapeur obtiennent des rendements 

supérieurs à 50 LH2/kgMS. Le prétraitement de broyage est alors facultatif : seuls Shanmugam et al. (2014) et 

Xu et al. (2010) broient leur biomasse préalablement à l’explosion. L’explosion à la vapeur peut être 

intensifiée par une imprégnation préliminaire à l’acide qui permet des gains de rendement en H2 notables 

qui s’élèvent à +50 % (Datar et al., 2007; Tang et al., 2013 ; Xu et al., 2010). Dans leur étude, Datar et al. 

(2007) obtiennent un hydrolysat, à l’issue de l’explosion à la vapeur, riche en pentoses, avec un excellent 

rendement de conversion des sucres en H2 (2,8 – 3,0 molH2/molsucres). Par ailleurs, comme l’explosion à la 

vapeur permet d’accroître la porosité et de dégrader la biomasse, elle est souvent couplée à une hydrolyse 

enzymatique (Datar et al., 2007 ; Tang et al., 2013 ; Xu et al., 2010) ou microbienne (Lu et al., 2009) pour 

valoriser le résidu solide d’explosion et accroître le rendement global de la biomasse. La présence 

d’inhibiteurs (furfural et 5-HMF) a été mise en évidence suite à l’explosion à la vapeur. Pour contourner ce 

problème, des variantes ont été développées : explosion à l’ammoniac (AFEX) (Kumar et al., 2009) et au 

dioxyde de carbone (Kvesitadze et al., 2011). L’explosion au CO2 a montré de bons résultats avec des 

rendements supérieurs à 100 LH2/kgMS obtenus au cours de la fermentation en cultures pures de paille de 

maïs prétraitée (Kvesitadze et al., 2011). 

Les avantages de l’explosion à la vapeur sont la rapidité du prétraitement, son coût énergétique qui, selon 

plusieurs sources, pourraient concurrencer le broyage (Baral et Shah, 2017 ; Ruggeri et al., 2015) et la 

maturité technologique de la technique comme en témoigne le développement de procédés d’explosion à 

vapeur à l’échelle pilote (Sun et Cheng, 2002 ; Ziegler-Devin et al., 2021). 

Irradiation par microondes 

L’application d’un champ électromagnétique, dont la fréquence est comprise entre 300 MHz et 300 GHz, 

délivre une force entraînant la vibration et la rotation des molécules polaires en particulier les molécules 
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d’eau à très haute fréquence pour se réaligner avec le champ (Nordmann, 2013). Ce mouvement entraîne 

d’une part, la perturbation des liaisons chimiques (prétraitement mécanique/physique) et d’autre part, une 

libération de chaleur à cœur et de manière ciblée car cette transmission de chaleur ne dépend que de 

l’énergie électromagnétique transmise à la matière (et non d’un gradient de température comme lors d’un 

chauffage traditionnel). La libération de chaleur (prétraitement thermique) permet également la mise en 

place de l’autohydrolyse de la biomasse. Liu et Cheng (2010) observent une augmentation de la production 

en H2 consécutive à un prétraitement aux microondes par rapport à la biomasse de référence. Ces auteurs 

montrent, de surcroît, que l’irradiation par microondes couplée à un prétraitement acide permet d’améliorer 

la production d’H2 de la paille de maïs par rapport à un prétraitement classique d’imprégnation à l’acide à 

100°C (46 et 35 LH2/kgMS). Le prétraitement aux microondes associé à un prétraitement à la soude permet à 

Li et al., (2014) d’obtenir un rendement en H2 supérieur à 100 LH2/kgMS. 

De manière générale, le prétraitement aux microondes demeure encore peu testé sur les co-produits du 

maïs. Ses avantages et ses inconvénients ne font pas consensus. Kumar et Sharma (2017) considèrent 

l'irradiation comme un traitement prometteur par sa facilité d'utilisation, sa rapidité d’exécution, son faible 

coût énergétique et sa capacité à altérer la cellulose en générant peu d’inhibiteurs. Pour l’instant, le degré 

de maturité de cette technologie (Technology readiness level ou TRL) est faible par rapport aux autres 

prétraitements comme l’explosion à la vapeur ou le prétraitement thermique à l’eau liquide (Chen, 2014). 

Prétraitements thermiques - Autoclavage 

La biomasse peut être soumise à un prétraitement à l’eau chaude à des températures s’échelonnant entre 

80°C et 126°C (2,4 bar) et associées à des durées d’hydrolyse comprises entre 10 min et 180 min. Ce 

prétraitement vise à solubiliser les hémicelluloses et altérer la structure de la lignine, l’effet sur la cellulose 

est considéré comme faible. Un autoclave est utilisé pour effectuer le prétraitement à des températures 

supérieures à 100°C. Li et Liu (2012) prétraitent de la paille de maïs par autoclave (115°C, 30 min) et 

obtiennent un gain de rendement de 11 % au cours de la fermentation par une co-culture de Clostridium 

thermocellum et Clostridium thermosaccharolyticum. Le prétraitement thermique semble plus efficace avec 

de l’amidon, notamment grâce au phénomène d’empesage (désorganisation de la structure du grain et 

solubilisation de l’amylose sous l’effet de la température), Bao et al. (2013) observant une augmentation du 

rendement de fermentation de +48 %. Dans la littérature consultée, le prétraitement thermique est rarement 

utilisé seul : il sert souvent à intensifier l’hydrolyse par un agent chimique (acide ou base) ou est couplé à une 

hydrolyse enzymatique. 

 Prétraitements chimiques 

 Traitements acides 

L’acide permet de solubiliser les hémicelluloses et d’hydrolyser les polymères de sucres (Rouches et al., 

2016), mais son effet sur la cellulose et la lignine est faible s’il est dilué. D’un point de vue moléculaire, le 
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prétraitement acide déstabilise les liaisons de Van der Waals et les liaisons covalentes qui assurent la stabilité 

structurale de la biomasse (Amin et al., 2017). Les prétraitements acides s’effectuent généralement avec des 

acides forts inorganiques (HCl, H2SO4 ou H3PO4) ; deux études ont utilisé des acides faibles comme l’acide 

lactique et l’acide acétique (Fan et al., 2008 ; Xu et al., 2010). 

Les études qui mettent en œuvre un prétraitement acide combiné à un prétraitement thermique obtiennent 

systématiquement des rendements supérieurs à 50 LH2/kgMS, une valeur largement supérieure au rendement 

de la biomasse de référence non prétraitée qui est compris entre 3 et 20 LH2/kgMS dans ces mêmes études. 

Par exemple, Zhang et al. (2007) examinent l’effet d’une hydrolyse acide à chaud (100°C, 30 min) qui permet 

d’augmenter le potentiel de production d’H2 de leur biomasse de 3 à 131 LH2/kgMS. Dans des conditions 

d’hydrolyse similaires, Liu et Cheng (2010) observent une augmentation plus modeste de la production d’H2 

de 26 LH2/kgMS (référence) à 35 LH2/kgMS, un constat également partagé par l’étude de Pan et al. (2010), avec 

des rafles de maïs, dont l’hydrolyse acide à chaud augmente le rendement en H2 de 12 à 65 LH2/kgMS. 

La durée d’hydrolyse et surtout la quantité d’acide par kg de matières sèches sont optimisées dans ces 

travaux. Plusieurs études notent un optimum en terme de quantité de sucres dans le milieu réactionnel 

signifiant qu’à partir d’une certaine concentration en acide, les sucres sont plus dégradés qu’ils ne sont 

hydrolysés (Cao et al., 2009 ; Liu et Cheng, 2010 ; Pan et al., 2010 ; Wang et al., 2010 ; Zhang et al., 2007). La 

quantité optimale d’acide varie également en fonction de la température du prétraitement e.g. les 

prétraitements à l’acide concentré (30 % - 70 %) sont effectués à basse température (37°C) alors que les 

prétraitement à acide dilué (0,5 - 1,0 % ) sont effectués à plus haute température (140°C - 190°C) (Shahbazi 

et Zhang, 2010). Dans la littérature consultée, les prétraitements sont exclusivement des prétraitements à 

l’acide dilué. Quand le traitement acide est trop concentré, effectué à trop haute température ou pendant 

une durée trop longue, la conversion des sucres en inhibiteurs peut être si importante que la fermentation 

est inhibée de manière quasi-totale comme observé dans les travaux de Panagiotopoulos et al. (2009). Ces 

éléments montrent que la connaissance des conditions et des cinétiques des réactions d’hydrolyse est très 

importante pour éviter la formation d’inhibiteurs (Amin et al., 2017). 

Le type d’acide n’est pas un paramètre qui semble avoir été testé lors de l’hydrolyse de co-produits de maïs. 

Selon le tableau 3, l’acide sulfurique est utilisé dans 11 études , il est moins corrosif que l’acide chlorhydrique 

(et peu cher), ce dernier est utilisé dans 3 études (Rodríguez-Valderrama et al., 2020b). Sur d’autres 

biomasses, Rodríguez-Valderrama et al. (2020) et Dai et al. (2021) ont comparé l’efficacité des acides entre 

eux. Rodríguez-Valderrama et al. (2020) sélectionnent l’acide chlorhydrique car il permet de mieux 

hydrolyser les sucres d’un mélange de déchets de fruits et légumes et de paille de maïs. D’après ces auteurs, 

l’acide chlorhydrique améliore le rendement des sucres extraits (+41 % par rapport à la référence) et la 

concentration en sucres monomériques (glucose et xylose principalement) dans l’hydrolysat par rapport à 

l’acide sulfurique. Toutefois, dans cette étude, il semble que l’acide chlorhydrique génère plus d’inhibiteurs 

(furfural, 5-HMF et composés phénoliques) lors de l’hydrolyse que l’acide sulfurique. 
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Les prétraitements acides sont limités par le prix des composés utilisés et la nécessité de neutraliser, voire 

de précipiter l’acide avec du Ca(OH)2 - formation d’un complexe CaSO4 - pour retirer les ions sulfate du milieu 

réactionnel. Notons que l’acide sulfurique peut être aussi neutralisé au NaOH puisque le Na2SO4 n’est pas 

considéré comme toxique pour la fermentation d’après Zhang et al. (2011). Dans un contexte industriel, 

l’utilisation d’acide nécessite des infrastructures de stockage et des surépaisseurs pour les cuves pour résister 

à la corrosion. 

 Traitements alcalins 

Les prétraitements alcalins sont caractérisés par l’ajout d’une base forte, NaOH ou d’hydroxyde de calcium 

contenu dans le jus de citron (Cao et al., 2012). Ils provoquent non seulement un gonflement de la biomasse, 

mais aussi sa délignification en rompant les liens entre la lignine et les autres polymères les rendant plus 

accessibles (Badiei et al., 2014). Ainsi, à l’inverse du prétraitement à l’acide, la fraction qui contient le plus 

de molécules fermentescibles est celle qui est solide, même si une partie des hémicelluloses peut être 

également solubilisée dans la phase liquide. Après un prétraitement en condition basique, Tang et al. (2013) 

montrent que 90 % du potentiel de production d’H2 est contenu dans le résidu solide de rafles prétraitées 

contre 65 % dans le résidu traité à l’acide. Ce résultat est partagé par Yang et al. (2015) avec de la paille de 

maïs. Aussi, le prétraitement alcalin est régulièrement couplé à un prétraitement enzymatique (Ren et al., 

2010 ; Tang et al., 2013 ; Yang et al., 2015). 

Le prétraitement alcalin à la soude permet d’améliorer le potentiel de production d’H2 de la paille de maïs 

de 3 à 50 LH2/kgMS (Zhang et al., 2007) et des rafles de maïs de 83 à 100 LH2/kgMS. Néanmoins, dans ces études, 

le prétraitement alcalin est moins efficace que celui à l’acide. L’imprégnation au jus de citron améliore 

également la production d’H2 à partir de paille de maïs (+45 %) et donne de bons rendement d’H2 

(159 LH2/kgMS) (Cao et al., 2012). 

L’efficacité du traitement alcalin dépend de la teneur en lignine de la biomasse (Mudhoo, 2012) et se révèle 

plus efficace pour les biomasses peu lignifiées (Sun et Cheng, 2002). Après traitement alcalin, la biomasse est 

neutralisée par de l’acide chlorhydrique, ce qui modifie la pression osmotique du milieu réactionnel. 

 Traitements biologiques 

Hydrolyse microbiologique 

Le traitement microbiologique consiste à déconstruire les parois végétales lignifiées par l’action de 

microorganismes, bactéries et champignons, notamment. Ceux-ci sont capables de sécréter des cocktails 

enzymatiques pour dégrader la cellulose et les hémicelluloses grâce à des enzymes hydrolases capables de 

dépolymériser les polysaccharides (cellulases, xylanases) (Ciolacu, 2018). Les champignons sont aussi 

sélectionnés pour leur activité lignolytique grâce à leurs peroxydases et laccases (Kumar et Chandra, 2020). 

Les prétraitements microbiologiques s’effectuent dans des conditions de température moyenne comprise 

entre 25°C et 37°C (Nikolajeva et al., 2015 ; Nkemka et al., 2015 ; Zhao et al., 2012) et nécessitent des temps 



   Chapitre 1 

35 
 

d’incubation plus longs que pour les prétraitements chimiques (des jours contre des heures ou des minutes). 

Par ailleurs, une partie des sucres peut être consommée par les microorganismes pendant le traitement. 

D’un point de vue coût opérationnel, cette solution de traitement semble être intéressante (pas d’intrants 

chimiques, mais il faut ajouter le coût d’acquisition et de culture/stockage des microorganismes) d’autant 

plus qu’elle peut être implémentée dans des procédés industriels avec des temps de rétention longs comme 

lors du processus d’ensilage. Notons que, les traitements microbiologiques fongiques ne s’effectuent qu’en 

condition aérobie, il est donc impossible de réaliser la fermentation simultanément. 

Lu et al. (2009) et Fan et al. (2008) observent respectivement une amélioration significative du potentiel de 

production d’H2 de la paille de maïs qui est multiplié par 2,6 et 8,8 par rapport aux conditions de référence. 

L’effet de la température d’incubation lors de la dégradation microbienne de la biomasse a été testé par Lu 

et al. (2009), qui se proposent de séparer l’étape d’hydrolyse de la biomasse de l’étape de fermentation 

obscure. Les auteurs montrent que le processus d’hydrolyse est plus efficace à 55°C qu’à 37°C (rendement 

en H2 multiplié par 3). 

Hydrolyse enzymatique  

L’alternative à l’hydrolyse microbienne est l’hydrolyse enzymatique. L’objectif est de réduire le degré de 

polymérisation des chaînes de sucres de la cellulose et des hémicelluloses pour faciliter leur assimilation par 

les bactéries fermentaires. Cette opération est appelée saccharification quand des monomères de sucres 

sont libérés dans le milieu. Des enzymes ou cocktails enzymatiques peuvent être mis en œuvre. Ces enzymes 

peuvent être extraits à partir d’organismes (par exemple : Aspergillus spp. et Trichoderma spp.) (Renaudie, 

2019) ou être d’origine industrielle et avoir subi des modifications par génie génétique pour améliorer leur 

activité (Combes et Monsan, 2016). Pour l’hydrolyse enzymatique des co-produits de maïs, les enzymes les 

plus utilisés sont les cellulases qui hydrolysent les liaisons β-(1→4) des polymères de glucose de la cellulose.  

L’hydrolyse enzymatique a un effet positif sur le rendement en H2. Lors de la fermentation de paille et de 

rafles de maïs hydrolysées par voie enzymatique (cellulases), Li et al. (2018) obtiennent des rendements 

élevés 66 et 90 LH2/kgMS par rapport aux études sur la même biomasse non prétraitée 3 et 12 LH2/kgMS (Pan 

et al., 2010 ; Zhang et al., 2007). Dans le processus de prétraitement, l’hydrolyse enzymatique peut être 

effectuée après un prétraitement thermique ou chimique pour faciliter l’accès des enzymes aux 

hémicelluloses et à la cellulose (Wang et al., 2010 ; Pan et al., 2011 ; Tang et al., 2013 ; Ma et al., 2011). En 

effet, il semblerait également qu’il y ait une synergie entre les traitements chimiques et l’hydrolyse 

enzymatique pour améliorer le rendement en H2. Après un prétraitement alcalin, l’hydrolyse enzymatique 

permet un gain de rendement de 25 % par rapport à la référence sans hydrolyse enzymatique. Un gain de 

rendement en H2 de plus de 100 % est obtenu par Pan et al. (2010) en implémentant une hydrolyse 

enzymatique (cellulase) après un prétraitement acide à chaud. L’ajout d’acide acétique pour intensifier 

l’explosion à la vapeur avant l’hydrolyse enzymatique (cellulase) permet à Xu et al. (2010) d’augmenter le 

rendement de 71 %. Avec des rafles de maïs, Tang et al. (2013) observent une augmentation de 31 % ou 20 
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% en couplant un prétraitement chimique catalysé par un acide ou par une base à une hydrolyse enzymatique 

(cellulase) par rapport à la combinaison prétraitement thermique + hydrolyse enzymatique. Notons que la 

combinaison des prétraitements d’hydrolyse alcaline à chaud et d’hydrolyse enzymatique (mélange de 

cellulase et de xylanase) permet d’obtenir les rendements de fermentation les plus élevés pour la paille de 

maïs (194 LH2/kgMS, Ren et al., 2010). 

L’inhibition par les produits de l’hydrolyse est un facteur limitant pour les prétraitements enzymatiques à 

forte charge en biomasse (Ladisch et al., 1983). Cette inhibition peut être levée par la mise en œuvre d’un 

processus simultané de saccharification et de fermentation où les microorganismes fermenteurs sont ajoutés 

lors de l’étape d’hydrolyse enzymatique (Teugjas et Väljamäe, 2013). La saccharification en simultanée 

permet d’améliorer légèrement la production d’H2 par rapport à une hydrolyse enzymatique non simultanée 

comme le montrent Li et al. (2018) avec de la paille et des rafles de maïs, respectivement +21 % et +14 %. Ce 

procédé peut être compliqué à implémenter car les conditions d’hydrolyse enzymatique sont souvent 

différentes des conditions optimales de fermentation. Par exemple, la température optimale des cellulases 

est de 50°C (à pH = 5), bien plus élevée que celle nécessaire aux microorganismes mésophiles (37°C). 

 Positionnement de l’ensilage de maïs sur les traitements  

Aucun traitement acide ou alcalin n’est répertorié dans la littérature consultée pour la production d’H2 à 

partir de maïs ensilé (Tableau 3). Le traitement microbiologique a été expérimenté dans deux études 

(Nkemka et al., 2015 ; Nikolajeva et al., 2015). Piromyces rhizinflata et Trichoderma asperellum, deux 

champignons, ont été utilisés avant la fermentation obscure pour augmenter biologiquement le potentiel 

hydrogène des biomasses. Les résultats obtenus sont contrastés et ne permettent pas de conclure 

positivement puisque l’effet sur le rendement d’hydrogène n’est pas significatif. En effet, Nikolajeva et al. 

(2015) relèvent une très faible augmentation de la production d’hydrogène. Dans l’étude de Nkemka et al. 

(2015), le traitement microbiologique ne permet pas d’améliorer le rendement, en revanche, les 

productivités initiales en hydrogène sont meilleures avec le traitement (de 1,19 à 2,24 LH2/L/j). Sur l’ensilage 

de maïs, le prétraitement microbiologique semble donc moins efficace que sur la paille de maïs. 

4.5. Effet des nutriments  

Avant fermentation, la biomasse est généralement diluée et supplémentée avec différents composés qui se 

déclinent en 4 grandes catégories : les sources d’azote, les tampons, les sels minéraux, les vitamines. 

L’objectif est de mettre les bactéries dans les meilleures conditions pour produire de l’hydrogène et 

d’apporter tous les nutriments nécessaires à leur croissance et à leur métabolisme. Notons que l’ajout de 

nutriments est recommandé par l’étude de Carrillo-Reyes et al. (2019), qui se propose d’établir un protocole 

« standard » pour la détermination du potentiel biohydrogène (BHP) d’une biomasse. L’apport de nutriments 

peut s’effectuer à partir de 2 types de solutions : les milieux synthétiques dont la composition est exactement 

connue (Zhang et Greasham, 1999) et les milieux empiriques dont la connaissance de la composition est 
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approximative car celle-ci dépend des matières premières utilisées : extraits de levures, peptones. Ces 

milieux peuvent être également considérés comme complets car ils apportent tous les éléments nécessaires 

à la croissance cellulaire (Harrigan, 1966). Néanmoins, les ingrédients entrant dans la formulation des milieux 

ont des coûts relativement élevés qui sont à prendre en compte au moment de la mise en œuvre. Peu 

d’études ont utilisé directement de la biomasse sans ajout de nutriments au milieu de fermentation (Fan et 

al., 2008). 

 L’hydrolysat, source de carbone 

Brute ou prétraitée, la biomasse constitue la source principale de carbone qui est apportée au milieu 

réactionnel. La concentration d’hydrolysat varie de 5 % à 25 % (masse/volume) du volume réactionnel. Au-

delà de cet intervalle, le substrat aurait un effet inhibiteur sur la production d’hydrogène. Un compromis doit 

être trouvé pour garantir la croissance spécifique des hydrogénogènes tout en empêchant les autres 

bactéries de se développer. La concentration d’hydrolysat impacterait également la phase de latence des 

consortia bactériens de la même manière que le rendement en hydrogène (Pan et al., 2010). 

Plusieurs études ont tenté d’optimiser la concentration en substrat pour améliorer le rendement en 

hydrogène. Leurs résultats sont variables : Liu et al. (2008) sélectionnent une concentration de poudre de 

paille de maïs de 5 gMS/L par rapport à 10 gMS/L. Dans des conditions similaires (poudre de maïs et culture 

pure), Song et al. (2014) obtiennent également un optimum à 4,7 gMS/L, l’augmentation de la concentration 

en substrat à 28,1 gMS/L entraînant une réduction du rendement de 20 %. Lors de la fermentation de paille 

de maïs hydrolysée à l’acide puis par enzymes, Ma et al. (2011) déterminent un optimum à 8,6 g MS/L. Le 

rendement à une concentration de 25,8 gMS/L décroit de 42 % par rapport à l’optimum. Zhang et al. (2007) 

et Zhang et al. (2015) observent un optimum à 14,1 gMS/L de biomasse. Ces études utilisent des biomasses 

fermentées sous différentes modalités (prétraitement, inoculum). Ces trois études montrent une 

augmentation significative du rendement en H2 (multiplié par 1,5 ; 2 ou 3) lors de l’augmentation de la 

concentration de 4,7 à 14,1 gMS/L. Zhang et al. (2007) et Zhang et al. (2015) observent un maintien du 

rendement en H2 à une valeur inférieure à l’optimum à des concentrations comprises entre 9,4 g MS/L et 

37,4 gMS/L. 

Ainsi, la littérature suggère une concentration optimale en biomasse comprise entre 5 et 15 gMS/L pour 

optimiser le rendement. Les variations de la production d’H2 liées à l’augmentation de la concentration en 

substrat s’expliquent d’un point de vue métabolique. D’après Ma et al. (2011) et Zhang et al. (2007), 

l’augmentation de la concentration en substrat augmente la production d’acides et le volume d’hydrogène. 

L’accumulation des métabolites dans le milieu réactionnel diminue le pH et entraîne une modification du 

métabolisme vers la production d’éthanol (Amador-Noguez et al., 2011; Janssen et al., 2010).  
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 La source d’azote 

L’azote nécessaire à la synthèse des acides aminés et des acides nucléiques doit être disponible. 

Précédemment, il a été établi que la plante de maïs n’est pas très riche en azote quand elle atteint la maturité 

pour la récolte. Ainsi, plusieurs sources d’azote (organique et inorganiques) ont été testées pour assurer un 

bon approvisionnement des bactéries en azote. NH4Cl, NH4HCO3 et extraits de levures sont les sources 

d’azote les plus utilisées. Deux études préconisent l’utilisation d’urée pour rééquilibrer le milieu en azote (Liu 

et Shen, 2004 ; Zhang et al., 2015b). En effet, l’azote de l’urée, sous forme organique ,serait plus facilement 

assimilable que l’azote venant d’une source inorganique et, d’un point de vue économique, l’urée serait la 

moins chère des sources d’azote organique (Li et Chen, 2007). Les sources organiques riches (extraits de 

viande bactériologique ou beef extract, extraits de levures, peptones) contiennent des peptides et des acides 

aminés libres qui peuvent agir comme facteur de croissance (Li et Fang, 2007 ; Pan et al., 2008 ; Zhang et al., 

2015b) ou comme substrat pour la production d’hydrogène (Li et al., 2019 ; Sharma et Melkania, 2018 ; Xiao 

et al., 2015). 

Selon Song et al. (2014), l’optimisation de la quantité d’azote peut améliorer significativement le rendement 

en H2 : l’ajout de 2 g/L de NH4HCO3 permet de doubler le rendement de production d’H2 de la paille de maïs 

qui augmente de 32,6 à 76,3 LH2/gbiomasse. Lors de la fermentation d’amidon par des cultures mixtes, Liu et 

Shen (2004) notent une multiplication du rendement par 2,3 avec 1,68 g/L de NH4HCO3 par rapport au test 

avec 0,56 g/L. Un effet inhibiteur est également constaté quand la source d’azote est introduite en excès 

(Siles et al., 2010 ; Song et al., 2014 ; Zhang et al., 2015). La quantité d’azote dans l’ensilage de maïs est donc 

un paramètre important à surveiller. 

 Les tampons salins 

Les tampons salins ont un double rôle. Ils réduisent les variations de pH du milieu liées à la production 

d’acides organiques dans le milieu réactionnel en cours de fermentation obscure et garantissent une bonne 

salinité dans le milieu sans pour autant causer un choc osmotique (Song et al., 2012b). A cela s’ajoute l’apport 

en phosphore qui est utilisé pour le stockage de l’énergie dans les cellules via l’ATP, pour la synthèse d’acide 

nucléique et par de nombreux coenzymes. Le phosphate entre quasiment dans la composition de tous les 

milieux décrits dans la littérature consultée. 

L’ajout du tampon Na2CO3 permet à Song et al. (2012) d’augmenter le rendement en H2 de 66,7 % par rapport 

au test de référence grâce l’atténuation des variations de pH liées à la production d’acides organiques. Zhang 

et al. (2015) notent une augmentation du rendement d’environ 30 % en ajoutant 0,15 mol/L de tampon 

phosphate. Le pH final (pH = 5) est significativement supérieur à celui de la référence (pH = 4) et est dans une 

gamme de pH plus favorable à la production d’H2.  
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 Les oligo-éléments et métaux « traces » 

Des oligo-éléments et métaux « traces » sont également apportés pour l’équilibre physico-chimique des 

bactéries. Ils servent à réaliser des complexes catalytiques dans les enzymes. Parmi eux, le fer joue un rôle 

biocatalytique dans la réaction de l’hydrogénase, qui est critique pour la production d’hydrogène. En effet, 

l’hydrogénase (EC 1.12.7.1) contient 12 atomes de fer par molécule (Constant et Hallenbeck, 2019 ; Liu et 

Shen, 2004). L’ajout de 400 mg/L de fer augmente la production d’H2 de 7,6 % par fermentation de paille de 

maïs (Song et al., 2012b). Toujours avec de la paille de maïs, Liu et Shen (2004) observent un effet positif de 

la concentration en fer sur le rendement en H2 pour des valeurs comprises entre 1,2 et 10 mg/L ; au-delà, le 

fer inhibe la production d’H2. Lors de la fermentation d’amidon, Bao et al. (2013) montrent qu’un ajout de 

fer bien dosé (20 mg/L) a un impact plus important sur la production d’hydrogène qu’un prétraitement 

thermique (100°C, 30 min). 

Parmi les autres éléments apportés au milieu réactionnel, notons l’importance du magnésium qui sert de 

cofacteur aux enzymes glycolytiques (hexokinases) et permet de stabiliser l’ATP (Garfinkel et Garfinkel, 1985 ; 

Vicelma Cardoso et al., 2014), du zinc qui est impliqué dans plusieurs alcools déshydrogénases qui 

permettent de faciliter la synthèse du NAD+ (Elreedy et al., 2019) et du nickel qui est un composant des 

hydrogénases [Ni–Fe] (Wang et Wan, 2008). 

Le soufre qui entre dans la composition des groupements thiols et des acides aminés soufrés, est apporté de 

manière inorganique par les sels sulfates (FeSO4, (NH4)2SO4 et MgSO4 par exemple) ou de manière organique 

par la cystéine. La L-cystéine est également utilisée comme désoxygénant pour maintenir des conditions 

anaérobies dans les bioréacteurs. Cet acide aminé est présent dans le site catalytique des hydrogénases 

[Ni - Fe] (Bao et al., 2013). Une solution de vitamines est également utilisée en tant que facteur de croissance 

et cofacteurs enzymatiques. 

Pour conclure, l’optimisation de la formulation du milieu semble être un levier pour améliorer le rendement 

en H2, une fois les conditions optimales de prétraitement bien définies. 

4.6. Études des paramètres expérimentaux des conditions opératoires 

des bioréacteurs 

 Effet du pH  

Le pH est décrit comme un paramètre clé du rendement en hydrogène (Kvesitadze et al., 2011 ; Li et Chen, 

2007 ; Liu et Shen, 2004 ; Ma et al., 2011 ; Zhang et al., 2015, 2007). Pendant la fermentation, la production 

d’acides organiques fait diminuer le pH du réacteur. A un seuil critique de pH, les conditions ne sont plus 

favorables à la production d’hydrogène du fait d’une réorientation des voies métaboliques pour résister au 

stress. D’après Pan et al. (2010), aucune production d’hydrogène n’a été observée à un pH inférieur à 4. A 

cette acidité, les cellules ne sont plus capables de réguler leur pH intracellulaire, ce qui a pour conséquence 

d’inhiber leur métabolisme via les enzymes qui ne sont alors plus opérationnelles. De plus, dans un milieu 
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réactionnel à faible pH, la toxicité des acides organiques est accrue. En effet, ceux-ci sont présents dans le 

milieu sous forme non-dissociée et sont capables de diffuser à travers la membrane cellulaire. L’arrivée de 

ces acides dans la cellule diminue le pH et augmente l’osmolarité du cytoplasme, ce qui déclenche des 

mécanismes de réponse au stress nécessitant de l’énergie métabolique, d’où une diminution de la production 

d’H2 (Elbeshbishy et al., 2017). 

Dans les expériences en batch sans régulation de pH, l’effet du pH initial est étudié. Celui-ci doit être 

suffisamment élevé pour compenser la production d’acides organiques sans pour autant allonger la phase 

de latence. D’après Li et Chen (2007), un pH initial compris entre 7,0 et 7,5 semble être un bon compromis 

et permet les meilleures productions d’H2 à partir de paille de maïs explosée à la vapeur et saccharifiée. Dans 

ces conditions, le pH final est de 4,3 ou 5,4. Zhang et al. (2007) observent un effet similaire du pH initial sur 

la production en H2 lors de la fermentation de paille de maïs. La diminution du pH de 7 à 5 diviserait la 

production en H2 par trois. 

L’ajout de tampon salin dans le milieu réactionnel peut être une stratégie efficace pour atténuer 

l’acidification du pH. Une autre alternative est la régulation automatique du pH à une valeur donnée (Datar 

et al., 2007 ; Fan et al., 2008 ; Kyazze et al. 2008). Ces auteurs ont opté pour un batch avec régulation de pH 

aux alentours de 5,2 - 5,5, valeurs considérées dans la gamme des pH favorables à la production d’hydrogène 

(Hawkes et al., 2007). Fan et al. (2008) examinent l’effet du pH au cours de la fermentation sur la production 

d’H2. Ils confirment que les meilleurs rendements en H2 sont obtenus à un pH compris entre 5 et 5,5. 

 Effet de la température 

La température est liée étroitement aux populations de bactéries présentes. Elle peut être utilisée comme 

un moyen de sélection pour favoriser la croissance des bactéries mésophiles ou thermophiles. Dans les cas 

où la diversité bactérienne est faible, la température doit être adaptée aux bactéries dominantes pour 

garantir la production d’hydrogène. C’est notamment le cas dans les expériences en mono ou co-culture 

« pure ». Les températures d’opération sont donc réparties en 2 groupes : les températures favorables aux 

mésophiles (35°C - 38°C) et les températures favorables aux thermophiles (50°C - 70°C). Dans la littérature, 

les groupes sont plutôt bien équilibrés, ce qui montre que les deux types de bactéries suscitent l’intérêt. 

Parmi les études consultées, aucune ne teste spécifiquement l’effet de la température lors de la fermentation 

de biomasse de maïs par des cultures mixtes. Il est donc difficile de conclure sur l’efficacité des bactéries 

thermophiles par rapport aux bactéries mésophiles. D’après Ghimire et al. (2015) et Kumar et al. (2017), les 

conditions de fermentation en conditions thermophiles seraient plus favorables à l’activité des enzymes 

hydrolytiques et donc à la dégradation de la biomasse, qu’en conditions mésophiles. De plus, l’augmentation 

de la température réduirait la solubilité de l’H2 dans le milieu (Lazaro et Hallenbeck, 2019). 
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4.7. Inoculum et bactéries pour la production d’H2 

 Gisements de bactéries productrices d’H2 et « mode » de fermentation 

Le choix des bactéries pour la production d’hydrogène est un élément important puisque ce sont les 

biocatalyseurs qui convertissent la biomasse en hydrogène. Ces microorganismes doivent être adaptés aux 

facteurs abiotiques de la biomasse et capables d’avoir accès à un substrat (source de carbone) pour se 

développer. Pour ce faire, deux modes de fermentation ont été décrits en fonction de l’origine des bactéries : 

la fermentation par voie endogène où les bactéries naturellement présentes dans la biomasse sont utilisées 

pour la production d’H2 et la fermentation par voie exogène où des bactéries extérieures sont apportées à 

la biomasse. 

La fermentation endogène consiste à envisager la biomasse comme une source de substrat et de bactéries 

grâce à la présence d’une flore endogène déjà adaptée à la biomasse. La mise en œuvre est simplifiée et les 

performances de production d’hydrogène proches de celles obtenues avec ajout d’un inoculum standardisé 

prétraité thermiquement ont été démontré au laboratoire sur une biomasse vitivinicole (François et al., 

2021). Notons également que la fermentation endogène permet de bénéficier des avantages et des 

inconvénients de la fermentation en culture mixte. Deux études utilisent les consortia endogènes à l’ensilage 

de maïs (Dauptain et al., 2020 ; Nikolajeva et al., 2015). Si les rendements en H2 obtenus par Nikolajeva et al. 

(2015) sont très faibles, Dauptain et al. (2020) obtiennent un bon rendement en H2 (136 LH2/kgMS) démontrant 

que les bactéries endogènes à l’ensilage de maïs sont productrices d’H2. 

En fermentation exogène, la biomasse peut être inoculée avec une souche bactérienne pure productrice 

d’H2, avec un mélange connu de souches bactériennes (co-culture) ou avec une source de bactéries dont la 

composition n’est ni contrôlée, ni caractérisée (culture mixte). 

L’utilisation d’une culture pure permet de travailler avec une souche bactérienne performante pour la 

production d’H2, seule ou en association avec une souche à activité hydrolytique (co-culture). Outre le travail 

microbiologique pour sélectionner les bactéries, l’inconvénient de cette méthode est de travailler en 

conditions stériles ou sélectives pour éviter les contaminations. La plupart des études dans la littérature 

consultée utilisent des souches commerciales e.g. les thermophiles Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum et Caldicelluosiruptor saccharolyticus, ainsi que des bactéries du genre Clostridium : 

C. thermocellum et C. butyricum principalement. 

La mise en œuvre d’une culture pure permet d’obtenir de bons rendements avec une souche de Clostridium 

butyricum (75 LH2/kgMS) et une souche de Clostridium sartagoforme FZ11 (93 LH2/kgMS) sur de la paille de maïs 

non traitée par rapport à des cultures mixtes. En effet, ces bactéries sont à la fois des bactéries productrices 

d’H2 et des bactéries hydrolytiques capables de dégrader la cellulose sans prétraitement (Song et al., 2014 ; 

Zhang et al., 2015). La mise en place de co-culture permet également d’augmenter le rendement de 

conversion de la biomasse en H2 : sur de la paille de maïs explosée au CO2, Kvesitadze et al. (2011) montrent 
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que la co-culture de Clostridium thermocellum avec Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

augmente le rendement de 22 % par rapport à une culture pure de Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum. Li et Liu (2012) et Liu et al. (2008) observent des gains sur la production d’H2 plus 

importants (+74 % et +77 %) consécutifs à la mise en place de la co-culture. Dans cette co-culture, les tâches 

sont réparties : Clostridium thermocellum hydrolyse la biomasse pour Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum qui produit l’H2. T. thermosaccharolyticum est une bactérie non hydrolytique, 

capable de produire de l’H2 avec un meilleur rendement que Clostridium thermocellum. Une coculture avec 

une répartition similaire des rôles est mise en œuvre pour la fermentation d’amidon par Bacillus sp 

(l’hydrolyseur) et Brevundimonas sp. la bactérie productrice d’H2 (Bao et al. 2013). Avec ces microorganismes, 

les auteurs obtiennent un rendement en H2 de 106 LH2/kgbiomasse.  

La production d’H2 avec des cultures mixtes est plus facile à réaliser puisque, contrairement aux souches 

pures, elles ne nécessitent pas de manipulation en conditions stériles et semblent plus adaptées à l’échelle 

industrielle (Ghimire et al., 2015a). De plus, au sein d’un consortium, des synergies entre bactéries peuvent 

exister pour accéder au substrat, dégrader des biomasses variées et consommer des métabolites 

intermédiaires ou des inhibiteurs. Ces synergies peuvent être renforcées par la bioaugmentation des cultures 

mixtes avec des cultures pures (Guo et al., 2014; Lu et al., 2009). Cette stratégie permet d’améliorer le 

rendement en H2 de Lu et al. (2009) (multiplié par 2,6 soit +13 LH2/kgMS) et de Guo et al. (2014) (+16 % en 

moyenne). 

Les inocula utilisés dans la littérature sur la fermentation de produit du maïs sont issus de milieux divers 

(boues anaérobie de digesteurs, fumier d’animaux, déchets agricoles, boues de STEP) dans lesquels des 

bactéries hydrogénogènes sont susceptibles d’être présentes. Cependant, l’utilisation de cultures mixtes 

nécessite d’effectuer une étape de prétraitement des bactéries et une étape d’enrichissement pour d’une 

part, obtenir une quantité de bactéries productrices suffisante et d’autre part, pour ne pas introduire de 

microorganismes hydrogénotrophes (en particulier d’archées méthanogènes) dans le système (Ghimire et 

al., 2015a).  

 Prétraitement des consortia bactériens pour la production d’H2 

Les prétraitements des inocula sont fondés sur la capacité des Bacillius sp. et Clostridium sp. à sporuler quand 

les conditions du milieu sont défavorables à la multiplication. Ainsi, ces bactéries sont capables de se protéger 

et survivre plus efficacement que les autres bactéries, ce qui permet une inhibition sélective des organismes 

méthanogènes et des bactéries concurrentes à la fermentation obscure. Dans chaque étude, l’impact du 

prétraitement est notable puisque aucune trace de méthane n’est relevée dans la littérature consultée. 

Choc thermique  

Un traitement par choc thermique (un cycle d’au moins 30 min à 100°C) est tout à fait efficace pour éliminer 

les méthanogènes et sélectionner les bactéries comme les Bacillius sp. et Clostridium sp. qui sont capables 
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de sporuler en réponse à une température élevée (Gauvry et al., 2017). De plus, c’est le traitement le plus 

fréquent dans la littérature sur le maïs. Un tel prétraitement (100°C, 1 h) appliqué à des boues de STEP inhibe 

les méthanogènes. Il en résulte une augmentation significative du rendement en H2 de +81 % lors de la 

fermentation de la paille de maïs (Zhang et al., 2011). 

Le choc thermique peut avoir un effet délétère sur les inocula (boues de STEP et flore endogène) qui sont 

utilisés pour la fermentation d’ensilage de maïs. Cieciura-Włoch et Borowski (2019) et Dauptain et al. (2020) 

notent une diminution des performances de production d’H2 consécutive à un choc thermique 

respectivement à 80 et 90°C. 

Irradiation aux micro-ondes 

Song et al. (2012) mettent en évidence la résistance des bactéries hydrogénogènes à l’irradiation aux micro-

ondes. L’irradiation perméabilise les cellules, ce qui entraîne une augmentation de la concentration en 

protéines dans le milieu extracellulaire. Après irradiation de l’inoculum, la diversité bactérienne est réduite : 

les méthanogènes sont absents et les hydrogénogènes sont sélectionnés. Dans cette étude, l’irradiation est 

menée avec un rayonnement à haute énergie (2450 W) pendant une brève durée (1,5 min) et permet une 

amélioration du rendement en H2 de 84 % (118,8 LH2/kgMS), une valeur comparable au gain observé par Zhang 

et al. (2011) à l’issue d’un prétraitement thermique. 

Traitement aérobie  

Un traitement aérobie est également efficace pour sélectionner les bactéries anaérobies capables de 

sporuler et pour inhiber les autres organismes anaérobies. Pour une bactérie anaérobie, l’oxygène est un 

redoutable inhibiteur. Après un tel traitement, Zhang et al. (2007) isolent, à partir de viande de bovins 

compostée, deux types de bactéries sporulantes avec des morphologies différentes qui s’avèrent être des 

Clostridium sp.. 

Notons que la simple exposition de la biomasse à l’air libre a une influence sur les bactéries. Hu et al. (2018) 

étudient l’impact de l’exposition à l’air libre de l’ensilage de maïs sur les consortia endogènes.  

Ces observations sont importantes puisque nous nous proposons d’utiliser les consortia issus de l’ensilage 

de maïs comme producteurs d’hydrogène. L’étude montre l’apparition, certes minime, de Clostridii (1 % 

d’abondance) dans la biomasse et le recul des Lactobacillus au profit de la croissance des Sporolactobacillus 

(28 % d’abondance) après 3 jours à l’air libre. 

L’enrichissement sur cellulose  

Cette méthode vise à sélectionner les bactéries capables d’hydrolyser la cellulose i.e. qui ont une activité 

cellulase. De la cellulose est additionnée au milieu ; après croissance, la cellulose hydrolysée est révélée et 

les bactéries sont isolées. Benito Martin et al. (2017) mettent en œuvre une méthode de sélection par des 

chocs de charge en biomasse (LST : load shock treatment). Le milieu synthétique de croissance est enrichi en 
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biomasse (ensilage de maïs) pendant 125 jours, à pH régulé. Au terme de cette période d’acclimatation, la 

régulation de pH est stoppée et l’acidification du milieu inhibe les bactéries consommatrices d’hydrogène. 

Prétraitements chimiques  

Les prétraitements chimiques reposent sur l’exposition de la source de bactéries à un stress induit par un 

molécule exogène e.g. le choc à l’acide (Gómez-Camacho et al., 2021) ou à la base qui sélectionne les 

bactéries sporulantes et inhibe les méthanogènes (Hawkes, 2002). Gómez-Camacho et al. (2021) montrent 

que l’incubation de boues de digesteurs à pH = 3,0 pendant 24 h a permis la suppression de l’activité des 

organismes méthanogènes au profit des bactéries productrices d’H2 (Clostridium spp.). 

Des molécules contenant du brome sont également utilisées pour induire un stress de sélection. Le bromure 

de cétrimonium (CTAB) est un détergent dont les capacités tensioactives visent à déstabiliser et solubiliser 

les membranes des microorganismes. Son utilisation pour le prétraitement d’un inoculum issu de fumier de 

bovins a permis une augmentation du rendement en H2 de la paille de maïs de 33 % (Guo et al., 2014). Une 

autre molécule, le BES (2-bromoethanesulfonate), est utilisé pour supprimer l’activité des organismes 

méthanogènes via l’inhibition du coenzyme M qui est réduit en méthane par la méthyl-coenzyme M 

réductase (Gunsalus et Wolfe, 1978 ; Noblecourt et al., 2017 ; Zinder et al., 1984). 

Au terme de cette étude, plusieurs méthodes, de complexités variables, ont été décrites pour obtenir des 

bactéries productrices d’H2 et inhiber les microorganismes méthanogènes. A l’instar des observations pour 

les prétraitements de la biomasse, des critères de sélection de prétraitement de l’inoculum pourraient être 

énoncés : efficacité de la sélection de bactéries productrices d’H2, coût énergétique, faisabilité à l’échelle 

industrielle. 

5. Ingénierie des procédés continus de fermentation pour l’amélioration de la 

production d’H2 

Le génie des bioprocédés pourrait être défini comme « la mise en œuvre optimale des procédés de 

transformation biologique des matières organiques en produits fonctionnels» (Villermaux, 1994, p. 1). Cette 

transformation est catalysée par des microorganismes ou des enzymes. Au cœur du génie des procédés se 

trouve donc le bioréacteur, dispositif aux configurations multiples dans lequel s’effectuent les réactions. 

Dans le cas de la production d’H2 produit les caractéristiques du bioréacteur ont un impact important sur les 

performances du procédé, au même titre que les microorganismes et le substrat (Carolin Christopher et al., 

2020). La forme du réacteur et les systèmes d’agitation déterminent le régime d’écoulement et les conditions 

hydrodynamiques du milieu réactionnel (Debacq, 2009), auxquels sont directement liés les phénomènes de 

transfert de masse entre les phases solide-liquide-gazeuse i.e. les bactéries, le substrat et l’hydrogène 

(Dahiya et al., 2020). La capacité du bioréacteur à extraire l’H2 du milieu réactionnel via les transferts liquide-

gaz est une caractéristique essentielle d’une part afin d’éviter que l’H2 ne soit consommé par des organismes 

hydrogénotrophes, d’autre part afin de maintenir des conditions thermodynamiques favorables à la 
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production d’hydrogène par les microorganismes, ce qui nécessite une faible pression en H2 dans la phase 

liquide (Clion et al., 2015 ; Trably et al., 2018). 

Le transfert solide-liquide impacte aussi la production d’H2 de plusieurs manières :  

- plus les bactéries accèdent facilement au substrat, plus celui-ci sera consommé efficacement pour la 

production d’H2.  

- le substrat, par sa nature et sa composition, peut sélectionner différentes bactéries (Dauptain et al., 

2020 ; François et al., 2021 ; Renaudie, 2019).  

- les conditions hydrodynamiques dans le milieu réactionnel peuvent favoriser la croissance des 

bactéries sous différentes formes : croissance en suspension, en agrégats et/ou en granules, en 

biofilms (Si et al., 2015b).  

Enfin, le mode d’alimentation du réacteur et la charge appliquée en substrat conditionnent la production 

d’H2 (Palomo-Briones et al., 2017). Selon le mode d’alimentation, les réacteurs peuvent être classés en deux 

catégories : les réacteurs à alimentation discontinue et ceux à alimentation continue (Sinharoy et al., 2020). 

Les réacteurs à alimentation discontinue présentent généralement de bons rendements et sont 

principalement utilisés en recherche. De façon générale, les réacteurs en mode de fonctionnement continu 

sont davantage utilisés pour des applications à échelle industrielle car moins cher à opérer (Gopalakrishnan 

et al., 2019b ; Yang et Sha, 2019). 

En plus des contraintes techniques de transfert entre les phases solide, liquide et gazeuse communes aux 

deux types de réacteurs, les réacteurs en mode de fonctionnement continu plus difficile à mettre en œuvre 

doivent assurer la stabilisation et le maintien d’un consortium bactérien robuste et riche en bactéries 

productrices d’H2 en évitant le risque de lessivage dans le temps (Ramírez-Morales et al., 2015). 

Cette partie sera dédiée à la présentation des solutions techniques permettant de maintenir une faible 

pression partielle en H2 et de stabiliser des bactéries productrices d’H2. Ainsi, nous tenterons d’observer 

comment la conception de ces bioréacteurs est mise au service de la performance métabolique et de la 

productivité en H2.  

5.1. Techniques de maintien d’une faible pression partielle en H2 dans 

le milieu réactionnel  

Le biohydrogène est principalement produit par la réduction des protons en H2 via la ferrédoxine (Fdred) ou 

via le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) (Bundhoo et Mohee, 2016). 

En théorie, l’H2 est caractérisé par une faible solubilité dans les solutions aqueuses (1,6 mgH2/kgH2O soit 

19,6 mLH2/kgH2O, en condition standard de pression et de température). Cependant, si le transfert de masse 

entre les phases liquide et gaz n’est pas suffisant, notamment à cause des paramètres du bioréacteur 

(hydrodynamique) et des caractéristiques du milieu réactionnel comme la viscosité (Nemestóthy et al., 2020), 



   Chapitre 1 

46 
 

une sursaturation du milieu en H2 peut intervenir (Dreschke et al., 2019a ; Kraemer et Bagley, 2006 ; Lamed 

et al., 1988 ; Zhang et al., 2012).  

Cette accumulation d’H2 est doublement néfaste pour le rendement de la fermentation obscure : elle réduit 

la production d’hydrogène puisque le gaz, qui n’est pas extrait dans la phase gazeuse, est éliminé avec les 

liquides dans l’effluent, et elle modifie le métabolisme du consortium fermentaire. En effet, à des 

concentrations élevées en hydrogène (pressions partielles élevées > 10-3 atm dans le milieu réactionnel selon 

la loi de Henry), dans un contexte thermodynamique défavorable, les voies métaboliques de consommation 

de l’H2 comme l’homoacétogenèse sont favorisées (Bastidas-Oyanedel et al., 2012 ; Saady, 2013) au 

détriment des voies de production d’H2 (Noblecourt et al., 2017). De plus, l’accumulation de l’H2 dans le 

milieu réactionnel défavorise la dégradation des acides gras en acétate par la voie de β-oxydation. Cette 

réaction présente une enthalpie libre standard positive (ΔGr
0 = +48 kJ/mol) et requiert une pression partielle 

en H2 faible (Dong et al., 2009 ; Trably et al., 2018). Plusieurs études ont rapporté des changements d’activité 

métabolique liés à l’accumulation d’H2 dans le milieu réactionnel (Lamed et al., 1988 ; Levin, 2004 ; van Niel 

et al., 2002 ; Yerushalmi et al., 1985). Ces auteurs notent une surproduction de lactate et/ou une 

accumulation d’éthanol, de butanol et d’acétone traduisant l’activation des voies de la solvantogenèse aux 

dépens des voies productrices d’H2. A l’échelle moléculaire, il a été montré que le fonctionnement des 

hydrogénases est réversible (Lamed et al., 1988) et que l’H2 inhibe le fonctionnement des hydrogénases en 

s’accumulant dans les canaux hydrophobes de circulation de gaz de l’enzyme (Fourmond et al., 2013).  

Ainsi, l’accumulation de l’H2 dans le bioréacteur conduit à des pertes significatives de rendement 

(Nemestóthy et al., 2020). Les travaux du laboratoire ont montré une augmentation de la production d’H2 

entre un réacteur en fonctionnement batch (sans extraction des gaz produits) et en fonctionnement semi-

batch (avec extraction libre ou forcée des gaz produits) sur un substrat modèle (Clion et al., 2015). Plus 

récemment, les travaux de Dreschke et al. (2019) mettent en évidence une anti corrélation entre la 

production d’H2 et la sursaturation en H2 dans la phase liquide lors de la fermentation de Thermotoga 

neapolitana. Pour maintenir une pression partielle en H2 dans le milieu réactionnel suffisamment faible, 

plusieurs stratégies ont donc été proposées.  

  L’augmentation du volume de ciel gazeux 

Le ciel gazeux d’un réacteur est l’espace libre au-dessus du milieu réactionnel en tête de réacteur. La 

présence d’H2 dans le ciel gazeux rend le transfert de masse de l’H2 produit dans le milieu réactionnel moins 

favorable (Ghimire et al., 2015a). L’augmentation du volume de ciel gazeux permet de réduire la pression 

d’H2, ce qui facilite la désorption de l’H2 vers la phase gazeuse. Les travaux de la littérature se sont concentrés 

sur l’optimisation du rapport entre le volume de ciel gazeux et le volume total du bioréacteur (Abdeshahian 

et al., 2014 ; Batista et al., 2018 ; d’Ippolito et al., 2010 ; Nguyen et al., 2010 ; Oh et al., 2009). Ces études 

observent des productions d’H2 maximales avec des volumes de ciels gazeux compris entre 67 % et 83 % du 
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volume total du bioréacteur, avec des gains de production d’H2 significatifs, compris entre 50 % et 73 % à 

l’exception de l’étude de Oh et al. (2009), qui enregistrent des gains plus faibles (de l’ordre de 10 %). A 

contrario, Mazareli et al. (2020) et Villa Montoya et al. (2019) constatent que l’augmentation du volume de 

ciel gazeux (respectivement de 40 % à 60 % et de 50 % à 70 %) aurait un effet négatif sur la production d’H2, 

effet toutefois non quantifié dans leurs publications. 

Quoi qu’il en soit, l’inconvénient principal de l’augmentation du volume de ciel gazeux est l’encombrement 

accru du bioréacteur lié au surdimensionnement de la cuve et, en corollaire, une plus grande quantité de gaz 

nécessaire pour mettre le réacteur en anaérobie stricte.  

 Le gaz de balayage 

L’utilisation d’un gaz de balayage est une méthode qui consiste à utiliser un gaz inerte (N2, CO2, Ar) pour 

faciliter le transport et l’extraction des gaz produits du milieu réactionnel pendant la fermentation obscure. 

Cette méthode dite de barbotage est décrite comme fiable, rapide, simple à implémenter pour réduire la 

pression partielle en H2. Elle est largement utilisée dans les études de production de biohydrogène pour 

améliorer le rendement du procédé (Clion et al., 2015 ; Karlsson, 2008 ; Kim et al., 2006 ; Kraemer and Bagley, 

2008 ; Logan et al., 2002 ; Mizuno et al., 2000 ; Nguyen et al., 2010 ; Sekoai et al., 2018 ; Veeravalli et al., 

2014). L’utilisation d’un gaz de balayage en continu peut multiplier le rendement en hydrogène jusqu’à 

16 fois (Karlsson, 2008), les autres études observant des gains compris entre +43 % et +150 % (Clion, 2016; 

Kim et al., 2006a ; Logan et al., 2002 ; Mizuno et al., 2000 ; Sekoai et al., 2018 ; Veeravalli et al., 2014). Nguyen 

et al. (2010) se distinguent en mettant en place un dégazage ponctuel du réacteur avec un gaz de balayage 

quand la proportion d’H2 dans la phase gazeuse est trop importante (plus 30 %).  

Parmi les facteurs qui influencent la production d’H2, on note le débit du gaz de balayage et sa nature. 

L’augmentation du débit de gaz permet d’améliorer la production d’H2. En réacteur agité en continu (CSTR) 

ou en réacteur à flux vertical ascendant, l’effet du débit sur la production d’H2 semble plafonner à partir de 

50 - 100 mL/L/min (Bakonyi et al., 2017; Clion, 2016 ; Kim et al., 2006a). 

Kim et al. (2006) étudient également la nature du gaz de balayage sur la production en H2. Leurs travaux 

suggèrent que l’utilisation de CO2 a l’effet le plus favorable sur la production d’H2 que le N2 ou le gaz produit 

pendant la fermentation. Clion (2016) préconise un mélange de N2 et de CO2 (75 : 25). Bakonyi et al. (2017) 

suggèrent d’utiliser la fraction riche en CO2 résultant du gaz de fermentation après une étape de séparation 

membranaire comme gaz de balayage. En condition thermophile, Dreschke et al. (2019a) font directement 

recirculer le gaz de fermentation sans séparation préalable de l’H2 et du CO2 et obtiennent une augmentation 

de la production (+16 %). Enfin, avec un procédé en deux étapes (acidogénèse couplée à l’acétogenèse et 

méthanisation), Nualsri et al. (2017) utilisent le biogaz de la méthanisation riche en CH4 pour extraire l’H2 

produit dans le réacteur de fermentation obscure. Les stratégies utilisant les gaz de fermentation comme gaz 

de balayage permettent de contourner l’inconvénient économique lié à l’utilisation d’un gaz balayage et dans 
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le cas de Dreschke et al. (2019a), de limiter la dilution l’hydrogène, qui complique sa purification en fin de 

procédé.  

 L’extraction des gaz produits par dépression  

La fermentation sous pression réduite, obtenue à l’aide d’une pompe à vide connectée à la sortie de la ligne 

des gaz, provoque une dépression dans le bioréacteur. Cette solution a été envisagée pour réduire la pression 

partielle en H2 et augmenter sa bioproduction. Les résultats sont contrastés. 

Clark et al. (2012) et Kataoka et al. (1997) n’observent pas d’effet significatif. Beckers et al. (2012) et Lee et 

al. (2014) n’observent que de faibles gains respectivement +7 % et +8 % à des pressions absolues de 903 mbar 

et de 507 mbar. A contrario, Clion (2016), Liu et Wang (2017), Mandal et al. (2006) et Rajhi et al. (2016) 

constatent un effet positif de la réduction de pression en tête de réacteur sur la production d’H2 avec des 

pressions absolues comprises entre 200 mbar et 800 mbar. Sonnleitner et al. (2012) montrent que la 

réduction de la pression absolue à 200 mbar a un effet comparable à l’utilisation d’un gaz de balayage (N2). 

En réacteur continu, Liu et Wang (2017) et Sonnleitner et al. (2012) qui opèrent leur réacteur avec de longs 

TSH (15h - 48 h) observent un effet positif de la réduction de la pression dans le ciel gazeux du réacteur sur 

la production d’H2 . Avec un TSH de 10 h, Kisielewska et al. (2015) n’obtiennent pas d’effet significatif (avec 

une dépression comprise entre 25 et 30 mbar). Cependant, en augmentant le débit d’alimentation en 

substrat par réduction du TSH (< 8 h), ces auteurs relèvent une augmentation de la production d’hydrogène 

par rapport à une configuration sans pompe à vide. 

Ces résultats soulignent l’intérêt d’extraire les gaz par une pompe à vide consécutivement à une 

augmentation du débit d’alimentation substrat (DAS) et permettrait également d’atténuer l’effet de 

l’inhibition de la production d’H2 par le substrat.  

D’autres études signalent plusieurs effets sur le métabolisme liés à l’extraction d’H2 par ce procédé : 

amélioration de la consommation du substrat, et de la DCO, et de la production des métabolites co-produits 

avec l’H2 tels que le butyrate et l’acétate (Kisielewska et al., 2015 ; Liu et Wang, 2017). Ces changements 

métaboliques contrastent logiquement avec les études de Sarkar et al., (2017) et Yan et al. (2017), qui 

observent une augmentation de la production de lactate, de propionate, d’éthanol et une diminution de la 

consommation du substrat en augmentant la pression dans le bioréacteur respectivement 2 bar et 1,9 bar.  

Ainsi, l’utilisation d’une pompe à vide pour réduire la pression de gaz en tête de bioréacteur et améliorer le 

transfert de masse entre les liquides et les gaz a permis, dans la plupart des cas, d’améliorer la production 

d’H2 et de réorienter le métabolisme des consortia fermentaires. Notons que cette stratégie augmente le 

coût énergétique du procédé.  
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 L’agitation 

Les conditions hydrodynamiques, et en particulier l’agitation du milieu réactionnel, ont un impact sur la 

désorption de l’H2 dans la phase liquide (Chezeau et al., 2019 ; Trad et al., 2016). La vitesse de l’agitation du 

milieu (Aceves-Lara et al., 2008 ; Chou et al., 2008 ; Clark et al., 2012 ; Lay, 2000 ; Palomo-Briones et al., 2019) 

et la géométrie du mobile d’agitation (Ding et al., 2010 ; Niño-Navarro et al., 2016) ont été retenus dans la 

littérature comme paramètres permettant d’augmenter la production d’H2.  

Lamed et al. (1988) montrent que l’agitation permet d’améliorer significativement la production d’H2 jusqu’à 

179 %, ce qui est confirmé par Clark et al. (2012) avec un gain de production de 65 %. En régime turbulent, 

l’augmentation de la vitesse d’agitation permet d’accélérer le démarrage de la production d’H2 dans le milieu 

(Lay, 2000) et la production d’H2 comme le constatent Aceves-Lara et al. (2008) et Palomo-Briones et al. 

(2019) qui obtiennent des gains respectifs de 143 % et 74 %, par l’effet de la réduction de la sursaturation 

d’H2 (53 % pour Palomo-Briones et al., 2019) dans le milieu réactionnel. Chou et al. (2008) mettent en 

évidence un optimum de production d’H2 pour une agitation à 100 tr/min qui correspond à la transition entre 

le régime laminaire et le régime turbulent. Au-delà de 100 tr/min, un changement métabolique vers les voies 

de production d’alcool est observé.  

L’augmentation de la vitesse d’agitation est associée à une consommation accrue d’énergie. Pour améliorer 

l’efficacité énergétique du procédé, plusieurs équipes ont eu recours à des modélisations qui permettent de 

prédire les transferts de masse et les flux d’écoulement pour concevoir des mobiles d’agitation efficaces à 

faible vitesse de rotation (Ding et al., 2010 ; Niño-Navarro et al., 2016). En jouant sur la géométrie de la pale 

d’agitation (turbine à pale inclinée) et sur la répartition verticale des mobiles sur l’arbre, Ding et al. (2010) et 

Niño-Navarro et al. (2016) multiplient leur production d’H2 respectivement par 3 et 6,8.  

En bioréacteur à flux ascendant fonctionnant sans agitateur, une variante à l’agitation a été proposée pour 

améliorer le transfert entre la phase liquide et gazeuse : la recirculation de l’effluent (Fontes Lima et Zaiat, 

2012). L’ajout d’une boucle de recirculation permet de modifier l’hydrodynamique d’un réacteur à flux 

ascendant sans modification du TSH en passant d’un régime flux piston à un régime turbulent. Ainsi, à 

TSH = 2 h, Fontes Lima et Zaiat (2012) étudient l’effet de plusieurs taux de recirculation i.e. le rapport du 

débit de recirculation sur le débit d’alimentation, sur la production d’H2 d’un réacteur à lit fixe. Ils obtiennent 

un optimum de production d’H2 et de conversion du sucrose à un taux de recirculation de 0,5 (soit un flux de 

recirculation correspond à la moitié du flux entrant). Cho et al. (2018) observent également une 

augmentation de la productivité de leur réacteur à lit de boues de 7 % par rapport à la référence en 

implémentant une recirculation (2,5 m/h de vitesse ascensionnelle).  

 Le dégazage par ultrasonication 

L’ultrasonication consiste à irradier une solution avec des ultrasons. Parmi les effets résultants de cette 

irradiation, Elbeshbishy et al. (2011) ont identifié un effet de dégazage qui pourrait être favorable à la 
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production d’H2 par fermentation obscure et ont implémenté des émetteurs ultrasonores dans un CSTR à 

TSH = 12 h, ce qui a permis une augmentation de 84 % avec une solution de glucose concentrée à 10 g/L, 

voire 100 % à 15 g/L. Cho et al. (2018) ont appliqué cette stratégie expérimentale pour améliorer les 

performances d’un bioréacteur à lit de boues, ils notent un bénéfice de 65 % de la productivité en H2, un gain 

qui, d’après l’auteur, n’est pas assez élevé pour amortir le coût énergétique de l’ultrasonication. 

 Les membranes de séparation liquide / gaz  

Des contacteurs liquide/gaz munis de membranes polymères hydrophobes peuvent être utilisées pour 

extraire directement les gaz du milieu réactionnel. Selon Zheng et al. (2010), le succès de la séparation 

liquide/gaz repose sur trois critères :  

  - la membrane doit être perméable aux gaz ; 

 - la membrane doit être stable quand elle est immergée ; 

 - la surface de la membrane doit être colonisable par les bactéries productrices d’H2. 

Plusieurs matériaux ont été testés (caoutchouc de silicone, PTFE, tamis moléculaire carbone/silice, PE 

hydrophobe), sous différentes formes (membranes planes, fibres creuses, tubulaires) et selon des mises en 

œuvre différentes (in situ ou ex situ) pour répondre à ces critères. L’utilisation de membranes comme 

séparateur de phase liquide/gaz permet à Zheng et al. (2010) de réduire la concentration en H2 du milieu 

réactionnel à des pressions favorables à la production d’H2. La configuration du bioréacteur membranaire 

permet à Liang et al. (2002) et Singer et al. (2018) d’améliorer le rendement en H2 de respectivement de 15 % 

et 59 %. Au laboratoire, les travaux de Clion (2016) multiplient par 3 la production d’H2 en utilisant un module 

membranaire à fibres creuses par rapport à un bioréacteur agité en continu (CSTR) avec extraction des gaz 

par balayage. Ce réacteur appelé bioréacteur membranaire (BRM) se distingue des autres configurations 

testées car il ne nécessite pas de pompe à vide pour faciliter l’extraction des gaz à travers la membrane, ce 

qui représente un gain énergétique. Sur ce même dispositif, Renaudie et al. (2021a) montrent que l’utilisation 

d’un gaz de balayage circulant dans la lumière des fibres est facultative. L’observation de la surface des fibres 

par microscopie électronique à balayage révèle une couche de bactéries. 

5.2. Techniques de rétention des bactéries dans le milieu réactionnel 

En fermentation continu, le design du bioréacteur joue un rôle important pour maintenir les bactéries dans 

le milieu réactionnel. Le CSTR permet un bon contrôle des paramètres de fermentation (température, pH) 

dû à une bonne homogénéisation du milieu réactionnel. L’agitation permet également un transfert de masse 

efficace entre les phases (Barca et al., 2015). Cependant, en fonctionnement à faible temps de séjour, les 

bactéries en suspension peuvent être lessivées dans l’effluent lors du renouvellement du milieu réactionnel, 

ce qui limite la productivité des systèmes de production d’H2 (Ghimire et al., 2015a).  

L’enjeu est donc de découpler le temps de séjour du substrat (liquide) du temps de rétention des bactéries 

(solide) pour faire fonctionner le bioréacteur (Bakonyi et al., 2014 ; Jung et al., 2011 ; Lee et al., 2014). La 
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mise en place de biofilms bactériens assure le maintien d'une quantité élevée de bactéries, ce qui permet 

d’alimenter le réacteur avec des débits d’alimentation en substrat (DAS) élevés et des TSH faibles, de résister 

aux effets inhibiteurs des co-produits fermentaires (Moreno Dávila et al., 2020) et de réduire le volume des 

bioréacteurs (Muri et al., 2018).  

L’inconvénient majeur de ces stratégies est l’immobilisation non spécifique des bactéries, ce qui peut 

favoriser l’émergence de microorganismes consommateurs du substrat (bactéries lactiques) et/ou 

d’organismes méthanogènes (Detman et al., 2021). 

 La rétention des bactéries par procédés membranaires  

Un dispositif membranaire peut être couplé à un réacteur CSTR pour filtrer l’effluent en sortie de réacteur. 

Cette configuration de bioréacteur membranaire permet de découpler la rétention des bactéries du temps 

de rétention hydraulique (Kim et al., 2011 ; Lee et al., 2010 ; Shen et al., 2009). La membrane peut être 

localisée soit sur une boucle de recirculation, soit immergée dans le bioréacteur. Deux types de membranes 

de séparation sont utilisées. Les membranes de microfiltration, permettant la séparation des bactéries de 

l’effluent, retiennent les bactéries dans le milieu (séparation solide/liquide). Les membranes d’ultrafiltration 

filtrent spécifiquement les co-produits de la fermentation (acides gras volatils) dont l’accumulation dans le 

milieu réactionnel est toxique (séparation liquide/liquide). On notera que les deux séparations concentrent 

les bactéries dans le milieu réactionnel.  

Cependant, le colmatage des pores des membranes lié à l’accumulation de substances polymériques 

d'origine microbienne (Lee et al., 2010 ; Oh et al., 2004 ; Shen et al., 2010) ou à la production d’un biofilm 

réduisant le transfert de matière au travers de la membrane, complique la mise en œuvre du procédé et 

nécessite d’implémenter des stratégies de nettoyage de la membrane (rétro lavage ou backwashing). Les 

membranes dynamiques peuvent limiter ces phénomènes de colmatage (Park et al., 2019). Cette technique 

consiste à immobiliser un biofilm sur un tamis qui est disposé sur la membrane de filtration.  

 Les bioréacteurs à biomasse fixée : lit fixe et lit fluidisé 

Les réacteurs à biomasse bactérienne fixée sont des réacteurs généralement à flux ascendant, utilisés pour 

la fermentation de substrats liquides. Le principe de ces réacteurs repose sur l’utilisation de supports 

colonisés par les bactéries (Carolin Christopher et al., 2020). Ces supports favorisent le développement et le 

maintien d’une concentration de bactéries importantes dans le bioréacteur sous forme de biofilms 

permettant ainsi d’obtenir des productivités en H2 élevées et un consortium robuste, résistant aux variations 

d’alimentation en substrat, à l’accumulation de co-produits fermentaires et au lessivage. 

Dans le réacteur à lit fixe, les supports fixés dans le bioréacteur peuvent être orientés en fonction de 

l’écoulement des liquides. Ce type de réacteur est souvent opéré à des temps de séjour compatibles avec un 

écoulement des liquides en flux piston, ce qui permet un bon transfert de masse entre le substrat et les 
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bactéries. L’utilisation d’une boucle de recirculation est souvent privilégiée pour éviter l’apparition de 

gradients de pH ou de nutriments dans le bioréacteur. 

Dans le réacteur à lit fluidisé, les supports sont maintenus en suspension grâce au flux de liquide ascendant 

et au flux de gaz dans une moindre proportion. Ainsi, les supports se comportent comme des liquides et ce 

phénomène améliore le transfert de masse entre les consortia bactériens immobilisés et le substrat. En 

contrepartie, le coût énergétique pour fluidiser le lit est plus important (Waligórska, 2012). 

Le succès de l’immobilisation des bactéries dépend de la taille, de la porosité, de la forme et de l’affinité des 

supports avec les bactéries. En effet, l’adhésion d’un biofilm à une surface dépend de ses caractéristiques 

physicochimiques i.e. nature ionique et forces électrostatiques (Barca et al., 2015). La fixation peut être 

réversible, notamment à cause d’un flux de liquide trop rapide. Dans la littérature, une grande diversité de 

supports a été testée dont, à titre d’exemple, les billes de verre (Han et al., 2017 ; Pekguzel et al., 2015 ; 

Zhang et Logan, 2004), l’argile expansée (Cavalcante de Amorim et al., 2009 ; Karaosmanoglu Gorgec et 

Karapinar, 2019 ; Khamtib et al., 2021), le charbon actif (Jamali et al., 2016, 2021 ; Lee et al., 2006), des pièces 

de céramique (Dounavis et al.; Keskin et al., 2011 ; Sui et al., 2017) et des éponges (Gokfiliz et Karapinar, 

2017 ; Kirli et Kapdan, 2016 ; Wongthanate et Polprasert, 2015).  

Une autre stratégie consiste à piéger les bactéries dans une matrice semi perméable, ce qui évite le lessivage 

des consortia et les protègent des variations des conditions du milieu tout en permettant au substrat de 

diffuser à l’intérieur de la matrice (Chen et al., 2021 ; Kumar et al., 2016). L’utilisation de gélifiant 

naturel - alginate, chitosan, kappa-carraghénane/gélatine (Dzul Rashidi et al., 2020 ; Güngörmüşler et al., 

2021 ; Ta et al., 2020) - ou de polymères synthétiques tel que le fluorure de polyvinylidène (PVDF) a permis 

d’obtenir des performances de production d’H2 intéressantes. 

 Réacteur à biomasse granulaire 

Le réacteur à lit de boues est une variante du lit fluidisé pour lequel aucun support n’est utilisé. Les bactéries 

sont maintenues dans le milieu réactionnel grâce à leur capacité à s’agréger et à former des granules (flocs). 

Les granules sédimentent au fond du bioréacteur et forment un lit de boue dans lequel le substrat est injecté 

(Mainardis et al., 2020). Ce lit de boue permet le maintien d'une concentration élevée de cellules dans le 

réacteur. Ainsi, plus les granules ont une vitesse de sédimentation élevée, plus les temps de séjour peuvent 

être réduits et le flux ascendant des liquides rapide (Gopalakrishnan et al., 2019). La production de gaz 

fermentaires sous forme de bulles permet de mélanger partiellement le milieu et améliore le transfert de 

masse (Batstone et al., 2005).  

Malgré le faible temps de génération des bactéries, le principal inconvénient de ce type de bioréacteur est le 

temps nécessaire à la mise en place du lit de granules bactériennes (environ 40 jours). 
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Pour conclure, les travaux de Keskin et al. (2011) et d’Anburajan et al. (2017) comparent les paramètres 

d’alimentation et les productivités en H2 de bioréacteurs à lit fixe et de CSTR. Les productivités des CSTR 

plafonnent à TSH = 6 h alors que les bioréacteurs à lit fixe atteignent leur productivité optimale à des TSH 

beaucoup plus faibles (entre 1 h et 2 h selon les supports). De plus, aux mêmes TSH, les réacteurs à lit fixe 

obtiennent de meilleurs rendements en H2 que les CSTR, ce qui souligne le succès de la stratégie visant à 

retenir la biomasse bactérienne dans le bioréacteur pour intensifier la production d’H2. 

6. Conclusion et objectifs de la thèse  

L’hydrogène est appelé à jouer un rôle important dans le contexte actuel de la transition énergétique et de 

la réduction des émissions anthropiques de gaz à effet de serre. Le point critique de la filière hydrogène est 

la décarbonation des procédés pour la production d’hydrogène. À l’inverse des procédés conventionnels, qui 

utilisent des matières premières fossiles, la production d’hydrogène renouvelable et bas carbone s’appuie 

sur des procédés thermochimiques utilisant des matières renouvelables (biomasses) ou sur l’électrolyse de 

l’eau en utilisant de l’électricité produite à partir de sources d’énergie non carbonés. Ces technologies de 

production d’H2 à haut niveau de maturité technologique (TRL) sont en pleine essor et pourraient être 

complétées par des procédés biologiques peu énergivores tel que la fermentation obscure. La fermentation 

obscure permet de produire de l’hydrogène à une bonne productivité, à partir de matières organiques 

diverses sans contrainte de lumière ou d’oxygène ce qui en fait une voie intéressante pour décarboner une 

partie de la production d’H2 tout en valorisant des co-produits organiques des activités humaines. Dans ce 

travail, les biomasses ciblées pour la production d’hydrogène sont des ensilages de maïs et de seigle.  

L’étude bibliographique montre que l’ensilage de maïs est une biomasse adéquate pour la valorisation 

énergétique : elle est riche en matières métabolisables, abondante, disponible en Europe et facile à stocker 

puisque sa stabilisation est assurée par une fermentation lactique qui limite sa dégradation.  

La fermentation obscure de l’ensilage de maïs n’a été mise en œuvre qu’à 9 reprises dans la littérature (Benito 

Martin et al., 2017 ; Cieciura-Włoch et Borowski, 2019 ; Dauptain et al., 2020 ; Gómez-Camacho et al., 2021 ; 

Kyazze et al., 2008 ; Manzini et al., 2015 ; Nikolajeva et al., 2015 ; Nkemka et al., 2015 ; Tenca et al., 2011) et 

seulement trois études se concentrent exclusivement sur cette biomasse (Benito Martin et al., 2017 ; Gómez-

Camacho et al., 2021 ; Nikolajeva et al., 2015). Dauptain et al. (2020) ont montré la faisabilité de la production 

d’H2 en mode endogène et décrivent la composition finale du milieu en termes de métabolites et de 

bactéries. Par cytométrie en flux, Gómez-Camacho et al. (2021) ont étudié l’effet du pH sur les dynamiques 

microbiennes, notamment l’état des bactéries (spores, état végétatif, pré spores). Des données sont donc 

manquantes ou à approfondir en ce qui concerne la cinétique d’utilisation du substrat contenu dans 

l’ensilage, le métabolisme fermentaire et l’évolution des consortia bactériens au cours de la fermentation, 

les prétraitements de la biomasse et des consortia, et la production en réacteur continu).  
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Après une recherche bibliographique approfondie, il semblerait qu’aucune étude n’ait utilisée le seigle 

(plante entière) ou l’ensilage de seigle comme substrat pour la fermentation obscure. Seule une étude 

(Cieciura-Włoch et Borowski, 2019) rapporte la fermentation de « rye stillage » traduit comme drèche de 

seigle issue de distillerie. En effet, le seigle est la céréale la plus utilisée pour la production d’éthanol en 

Pologne (Lopaciuk et al., 2007 cités par Krzywonos et al., 2009).  

A travers les travaux mettant en œuvre les produits du maïs, nous avons pu identifier les principaux facteurs 

qui influent sur la production d’H2 et observer les solutions mises en œuvre dans la littérature pour les 

optimiser. Tout d’abord, l’accessibilité du substrat aux bactéries productrices est cruciale pour la production 

d’H2, étant donné que les produits de la plante de maïs ont une structure lignocellulosique récalcitrante à 

l’hydrolyse enzymatique (première étape de la digestion anaérobie). En conséquence, des prétraitements 

mécaniques, thermiques, chimiques sont mis en œuvre dans la littérature pour solubiliser le substrat mais 

ceux-ci peuvent aussi générer des inhibiteurs. La composition du milieu réactionnel joue également un rôle 

sur la production d’H2 et notamment la concentration en substrat. Des additifs peuvent être ajoutés afin de 

stimuler le métabolisme et augmenter le rendement en H2 tels que des éléments riches en azote, des 

tampons salins, des métaux et des vitamines. Les paramètres opératoires principaux du bioréacteur que sont 

la température et le pH impactent directement le développement du consortium fermentaire et son 

métabolisme, qui doit être favorable à la production d’H2. Enfin, la nature des consortia bactériens utilisés 

conditionne le rendement final, notamment par la présence de bactéries productrices d’H2 et de bactéries 

hydrolytiques qui peuvent être sélectionnées par des prétraitements. L’utilisation et la caractérisation des 

consortia natifs (s’ils produisent de l’hydrogène par fermentation endogène) pourraient offrir des pistes de 

recherche pour améliorer la production d’H2. 

Les performances de la production d’H2 sont étroitement liées aux choix technologiques du bioréacteur. Les 

deux points critiques identifiés pour la production d’H2 en mode continu sont la rétention de la biomasse 

bactérienne et le maintien d’une pression partielle en H2 faible dans le milieu réactionnel. La littérature fait 

état de nombreuses solutions et configurations de réacteurs pour mettre en œuvre des conditions favorables 

à la production d’H2. Dans cette étude, nous utiliserons le bioréacteur membranaire à extraction liquide-gaz 

breveté par Ernst et al. (2016) et qui est utilisé dans les travaux de Clion (2016) et Renaudie et al. (2021a). Ce 

bioréacteur utilise deux stratégies de rétention de la biomasse bactérienne : réacteur à lit fixe 

(développement des bactéries sur les membranes) et réacteur à biomasse granulaire (sédimentation des 

bactéries au fond du module) et la présence de membranes de séparation liquide/gaz permettant d’extraire 

in situ l’hydrogène du milieu réactionnel.  

Cette thèse consiste à optimiser le procédé de production d’H2 en BRM avec des biomasses ensilées, le 

maïs et le seigle.  
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Le premier objectif sera de caractériser les biomasses et de tester leur potentiel hydrogène en bioréacteur 

discontinu. Pour ce faire, nous privilégierons la fermentation en mode endogène avec des cultures mixtes 

sans prétraitement et sans ajout de nutriments. Cette approche a déjà été mise en œuvre avec succès au 

laboratoire pour la fermentation de biomasses diverses (François et al., 2021 ; Renaudie, 2019 ; Renaudie et 

al., 2022). Nous tenterons d’approfondir les connaissances de la littérature (Dauptain et al., 2020 ; 

Gómez - Camacho et al., 2021) sur les mécanismes de fermentation des biomasses ensilées en identifiant les 

substrats consommés, les métabolites produits et les bactéries qui émergent au cours de la fermentation par 

rapport à la flore initiale de la biomasse.  

Toujours avec le réacteur discontinu, le second objectif sera de proposer des prétraitements pour améliorer 

le potentiel de production d’H2 et d’analyser leurs effets sur le métabolisme fermentaire.  

 Le premier prétraitement cible la flore endogène de la biomasse et est inspiré de la dégradation 

aérobie de l’ensilage qui intervient lors de l’ouverture du silo. Les enjeux seront de comprendre les 

mécanismes de la dégradation aérobie de l’ensilage et leur impact sur la fermentation obscure, puis 

d’en tirer profit pour augmenter le potentiel hydrogène de la biomasse.  

 Les prétraitements suivants (mécaniques et/ou thermochimiques) visent à améliorer la 

fermentesciblité de la biomasse en dégradant sa structure lignocellulosique et en solubilisant ses 

sucres. A travers une stratégie de plans d’expériences, les paramètres des prétraitements de 

l’ensilage de maïs seront optimisés afin de maximiser le potentiel de production d’H2 de la biomasse. 

Même si les prétraitements de l’ensilage de maïs ont été très peu étudiés dans la littérature, les 

données sur les autres fractions de la plante de maïs nous permettent d’espérer des gains de 

production d’H2 significatifs.  

Ces données nous permettront de remplir le troisième objectif : la préparation d’un substrat d’alimentation 

liquide pour le BRM à partir d’ensilage de maïs.  

Le quatrième objectif est de produire de l’hydrogène en bioréacteur membranaire, d’incrémenter des 

améliorations technologiques et de compléter les connaissances du laboratoire sur l’effet des paramètres 

d’alimentation du bioréacteur alimenté avec un substrat modèle (solution de glucose). En particulier :  

 Quel est l’effet du temps de séjour hydraulique (TSH) dans le réacteur sur les performances de 

production d’H2 ? 

 Quel est l’effet de l’augmentation de la surface de fibres in situ sur les performances de production 

d’H2 ? 

 Le lactate impacte-t-il les performances de production d’H2 ?  

Enfin, la synthèse des connaissances sur les biomasses ensilées, les prétraitements et sur le BRM permettra 

de mettre en œuvre l’ensilage de maïs pour une production d’hydrogène en mode continu que nous 

optimiserons en travaillant sur les paramètres clés d’alimentation du BRM.  
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 Matériels et Méthodes 

 

Les différentes matières et biomasses, décrites succinctement dans ce chapitre, ont été utilisées pour réaliser 

l’apport en substrats des bioréacteurs. Les principaux prétraitements mis en œuvre pour améliorer le 

potentiel de production d’H2 des biomasses ainsi que les techniques de base pour préparer la biomasse sont 

passés en revue. Une deuxième partie détaille les configurations des bioréacteurs en mode discontinu (semi-

batch) et en mode continu avec le bioréacteur membranaire (BRM) ainsi que leurs paramètres de 

fonctionnement. Enfin, ce chapitre présente les instruments et les techniques scientifiques utilisés pour les 

analyses chimiques et microbiologiques qui permettront de calculer les critères de performances des 

fermentations et de comprendre leur fonctionnement. Les matériels et méthodes développés au laboratoire 

s’appuient en partie sur les travaux antérieurs de Clion (2016), François-Lopez (2016) et Renaudie (2019). 

1. Substrat de fermentation et prétraitements  

1.1. Milieu synthétique  

Le substrat modèle est un milieu synthétique, qui consiste en une source de carbone et de nutriments dilués 

dans l’eau de l’Eurométropole de Strasbourg. Ce milieu est facile à préparer en grande quantité et de manière 

reproductible par rapport à des substrats réels, permettant ainsi une bonne maîtrise et reproductibilité des 

résultats. Ses utilisations sont multiples. Lors des tests en mode de fonctionnement continu en BRM, le 

substrat modèle est utilisé pour renouveler le milieu réactionnel et tester différents modes de 

fonctionnement pour améliorer la production d’H2. En réacteur semi-batch, le substrat modèle est utilisé 

pour tester le potentiel de production d’H2 à partir d’inoculum bactérien dans la perspective de le comparer 

à d’autres inocula ou à d’autres substrats (des hydrolysats de biomasse par exemple). 

Le substrat modèle est préparé avec du glucose (3 - 14 g/L) comme source de carbone et complémenté avec 

des sels inorganiques : (NH4)2SO4 (3,5 g/L), KH2PO4 (175 mg/L), FeSO4·7H2O (250 mg/L), MgSO4·H2O (50 mg/L) 

et NiCl2·6H2O (0,2 mg/L). La composition de milieu synthétique a été définie par Clion (2016), d’après les 

études de Argun et al., (2008), Lin (2004), Lin et Lay (2005), Sinha et Pandey (2011), Wang et Wan (2008) et 

Wong et al., (2014). Cette solution est stockée à 4°C jusqu’à utilisation, pendant une durée maximale de 24 h. 

1.2. Biomasses  

Les biomasses utilisées au cours de l’étude sont des ensilages de maïs et de seigle (figure 6) issus de cultures 

de couverture de la région Nouvelle-Aquitaine (site de Pot au Pin) et sont fournies par Air Liquide.  
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Figure 6 : Photographie des biomasses utilisées dans les expériences de fermentation : ensilage de maïs (a) et ensilage de seigle (b) 

Deux lots de chaque biomasse prélevés à 14 mois d’intervalle sont utilisés. Les ensilages sont collectés 

directement dans le silo, la matière est conditionnée dans des bidons en plastiques de 2 litres pour les 

biomasses du lot 1, dont une partie a été fractionnée dans des piluliers de 125 mL et dans des bidons 

métalliques de 25 kg pour les biomasses du lot 2, dont une partie a été fractionnée dans des sacs de 

congélation. En effet, après 2 jours à température ambiante (temps de livraison postale), les ensilages sont 

aliquotés puis stockés à -20°C (biomasse congelée) ou à 4°C (biomasse fraîche) jusqu’à leur utilisation. Le 

stockage à -20°C a pour but de stabiliser la biomasse pour une utilisation sur de longues durées, le stockage 

à 4°C permet d’étudier l’évolution de la biomasse fraîchement récoltée.  

1.3. Prétraitements de la biomasse 

 Broyage  

La biomasse est broyée et homogénéisée par un broyeur à couteaux (GRINDOMIX, GM 200). Des batchs 

d’environ 40 g de biomasse sont introduits dans le bol. Un pré-broyage est effectué à 200 tr/min pendant 

1 min suivi d’un cycle de broyage fin : 30 s à 500 tr/min puis 15 s à 650 tr/min.  

 Aération forcée 

La biomasse est étalée sur une grande surface en verre et placée sous sorbonne avec un flux d’air d’aspiration 

d’environ 0,4 m/s pendant une nuit et à température ambiante. Après aération, la biomasse est 

immédiatement mise en œuvre pour la fermentation.  

 Autoclavage  

Les hydrolyses en autoclave sont effectuées avec l’équipement de l’Institut Universitaire de Technologie 

Louis Pasteur. La biomasse est placée dans des bouteilles en verre et diluée avec de l’eau de l’Eurométropole 

de Strasbourg (rapport massique matière sèche/liquide de 1/5 équivalent à un rapport massique 

biomasse/eau de 1/1) ou avec une solution d’acide sulfurique (à concentration massique variable : 

0,1 %mass. - 0,3 %mass. par rapport à la masse de biomasse brute). La biomasse est traitée à différentes 

températures (80°C - 140°C) et durée (20 min - 60 min) dans l’autoclave.  
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 Traitement micro-ondes  

La biomasse brute (ensilage de seigle) est diluée avec de l’eau osmosée (rapport massique matière 

sèche/liquide de 1/26 équivalent à un rapport massique biomasse/eau de 1/9) dans des réacteurs en téflon 

de 50 mL munis d’une soupape. Les réacteurs sont chauffés par rayonnement micro-ondes (Four micro-ondes 

Anton Paar) pendant 3 min à 200°C et à une pression maximale de 20 bar. La biomasse totale (solide et 

liquide) est stockée à 4°C jusqu’à utilisation.  

 Imprégnation à l’acide  

Pour ce traitement, 150 g d’ensilage broyé est imprégné avec une solution d’acide sulfurique (1,67 %mass.). Le 

rapport massique matière sèche/liquide est de 1/3. La biomasse est placée dans des sachets en plastique à 

4°C pendant 20 h au minimum. La biomasse est utilisée directement sans essorage ni filtration ou congelée 

pour une utilisation ultérieure.  

 Explosion à la vapeur  

Les explosions à la vapeur ont été réalisées avec le pilote du LERMAB (Université de Lorraine). Le dispositif 

est présenté sur la figure 7.  

 

Figure 7 : Dispositif expérimental d'explosion à la vapeur (Crédit photographique : LERMAB, Université de Lorraine) 

 

La biomasse (150 g pour l’ensilage de maïs et 100 g pour l’ensilage de seigle) imprégnée à l’acide sulfurique 

ou non imprégnée est placée dans un réacteur de 2 litres à double enveloppe et à commande automatique 

de la pression de vapeur et du temps de rétention. La biomasse est traitée à différentes températures 
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(170°C - 190°C) et temps de rétention (2 min - 10 min) en injectant une vapeur saturée dans la chambre de 

résistance à la pression. Après un temps de réaction donné, la biomasse saturée de vapeur est rejetée dans 

un grand réservoir de décharge : l’« exploseur ».  

Le facteur de sévérité combiné (FSC) du traitement de chaque explosion est déterminée grâce à une 

corrélation (Eq. 2.1) entre la température, temps de rétention (Chornet et Overend, 1988) : 

𝐹𝑆𝐶 = log [𝑡 × 𝑒
𝑇−𝑇𝑟
14,75] −  𝑝𝐻  

(𝐸𝑞. 2.1) 

avec FSC : facteur de sévérité combiné, T : température du processus (°C), Tr la température de référence 

(100°C) ; t : temps de séjour (min), le terme 14,75 est une constante basée sur l'énergie d'activation dans les 

conditions où la cinétique du processus est de premier ordre et obéit à la loi d'Arrhenius, pH : le pH du milieu 

réactionnel. 

1.4. Préparation du substrat à partir de biomasses réelles 

Pour mettre en œuvre les biomasses d’ensilage de maïs et de seigle dans le BRM, il est nécessaire de préparer 

un substrat liquide riche en matières métabolisables et capable de circuler dans le circuit d’alimentation du 

BRM. Cette partie détaille le processus pour obtenir un substrat à partir des biomasses (trempage et 

séparation solide/liquide) et comment les différentes fractions obtenues sont mises en œuvre pour un test 

de production d’H2 en réacteur semi-batch.  

 Trempage  

La biomasse brute, broyée ou autoclavée est diluée en quantité voulue avec l’eau du réseau de 

l’Eurométropole de Strasbourg dans un seau en plastique de 10,7 L. Le mélange est agité sur une durée 

variable de 1h à 16h, à température ambiante, au moyen d’un agitateur à tige à régulation de vitesse 

mécanique (100 tr/min) muni d’une ancre. Le dispositif est muni d’un couvercle en plastique pour limiter 

l’évaporation et les projections.  

 Séparation solide/liquide 

La séparation solide/liquide est mise en œuvre après trempage de la biomasse. La biomasse est filtrée en 

deux temps : pré-filtrage à l’aide d’un filtre grille (seuil de coupure < 5 mm) et filtrage fin avec un filtre textile 

(seuil de coupure : 5 µm). Le résidu est essoré manuellement et vigoureusement pour extraire le maximum 

de liquide. Le pH du filtrat est ajusté à une valeur comprise entre 6,5 et 7 par ajout de pastilles de NaOH et 

d’une solution de NaOH à 3M. Le filtrat et le résidu sont stockés à -20°C pour limiter le développement de 

microorganismes. Le filtrat obtenu est utilisé dans un délai de 14 jours après préparation. 

 Fermentation de la biomasse hydrolysée  

L’hydrolysat et le résidu (obtenus par autoclavage, explosion à la vapeur ou traitement par micro-ondes) sont 

séparés par filtration (comme décrit au paragraphe 1.4.2), pesés et stockés à -20°C jusqu’à utilisation. Les 
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fermentations sont effectuées avec une masse de résidu et avec un volume d’hydrolysat équivalent à 50 g 

de biomasse non traitée.  

2. Dispositifs et procédés de fermentation  

Différents modes de fonctionnement des bioréacteurs de fermentation ont été mis en œuvre dans cette 

étude. Dans un premier temps, un bioréacteur agité en mode semi-batch a été utilisé pour tester le potentiel 

de production d’H2 des biomasses et des biomasses prétraitées. Ensuite, des fermentations ont été 

effectuées avec le bioréacteur membranaire (BRM). Le BRM est un dispositif pour la bioproduction d’H2 en 

continu, intensifiée et à partir d’une solution de milieu synthétique (substrat modèle) ou d’un substrat 

d’alimentation liquide préparé à partir de la biomasse d’ensilage.  

2.1. Fermentation en réacteur agité en mode semi-batch  

Un schéma du dispositif expérimental de fermentation en mode semi-batch composé d’un réacteur agité 

avec extraction des gaz produits, est présenté sur la figure 8. 

 

Figure 8 : Schéma du dispositif expérimental de fermentation en mode semi-batch (adapté de Clion, 2016) 

Les fermentations sont réalisées dans un réacteur de 1 L agité (IKA, Eurostar digital), avec un volume 

opérationnel de 0,7 L. Le réacteur, opéré à pression atmosphérique, est équipé d’une double enveloppe 

couplée à un bain thermostaté (Fischer Scientific, PolystatTM 24) et d’une vanne de fond pour le prélèvement 

de liquide. Le milieu réactionnel est constitué de la biomasse ensilée, diluée en quantité voulue (équivalente 

à 71,6 gbiomasse/L, sauf indication contraire) avec l’eau du réseau de l’Eurométropole de Strasbourg, additionné 

d’un inoculum bactérien uniquement dans le cas où la biomasse a subi un traitement thermique sous pression 

(autoclave, traitement d’explosion à la vapeur et traitement aux micro-ondes). Le pH du milieu réactionnel 
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est initialement ajusté à pH=7,0, par ajout d’une solution de soude à 3 M. Tout au long de l’expérience, le pH 

du milieu réactionnel suivi en continu est maintenu à une valeur supérieure à 5,5 par des injections 

ponctuelles d’une solution de soude 1M contrôlées par un système de régulation de pH (HANNA Instruments, 

Black Stone BL7916,) asservi à la mesure du pH (SI Analytics GmBH, électrode pH H8381).  

La fermentation s’effectue à l’obscurité et à température contrôlée (37°C) et sous agitation (220 tr/min). Le 

mobile d’agitation permet une agitation du milieu liquide sans immersion de certains constituants de la 

biomasse notamment les grains et les feuilles, qui restent à la surface du milieu.  

Le réacteur est mis en anaérobie strict par un flux d’azote (50 mL/min) contrôlé par un débitmètre massique 

(Brooks 5850E). Ce gaz inerte bulle dans le milieu liquide permettant ainsi d’extraire les gaz produits. Le flux 

de gaz sortant est séparé des composés liquides volatils par condensation à travers deux pièges froids placés 

en série (Huber Cryostat TC40). L’analyse des gaz en ligne est effectuée par un micro-chromatographe en 

phase gazeuse (SRA T3000), qui permet un suivi régulier de la détection des gaz H2, CO2 et N2 (3 analyses 

toutes les 10 minutes). Le surplus de gaz est évacué à l’évent.  

Des prélèvements d’environ 7 mL sont effectués aux différentes étapes de la fermentation par la vanne de 

fond du bioréacteur. Les échantillons sont centrifugés à 4500 tr/min pendant 30 min (Hettich, EBA 200). Le 

surnageant est séparé du culot puis les fractions sont stockées à -20°C. 

La fermentation est stoppée quand le débit de production d’H2 mesuré est inférieur à 0,05 mLH2/min. Après 

fermentation, un protocole de nettoyage complet du bioréacteur (détergent et javel) est appliqué afin 

d’éliminer toutes les bactéries et biofilms bactériens présents sur les surfaces du dispositif expérimental. 

2.2. Fermentation en bioréacteur membranaire (BRM)  

Le bioréacteur membranaire (BRM) liquide/gaz (L/G) est un dispositif de bioproduction d’H2 développé et 

breveté par le laboratoire (Ernst et al., 2015). Le BRM est un réacteur de fermentation biologique d’un 

substrat liquide couplé à des fibres creuses permettant une extraction des gaz en continu. Ponctuellement, 

un dispositif additionnel de séparation liquide-gaz est utilisé pour dégazer l’effluent liquide sortant du 

bioréacteur. Un schéma du dispositif expérimental est présenté sur la figure 9.  
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Figure 9 : Schéma du dispositif de production d’hydrogène en bioréacteur membranaire (BRM) (adapté de Clion, 2016) 

Le bioréacteur membranaire (L/G) (Polymem) consiste en un module membranaire cylindrique (rayon 

intérieur est de 2,1 cm) composé de fibres creuses en polytétrafluoroéthylène (PTFE), empotées à chaque 

extrémité du module. Les fibres mesurent 38,4 cm de long, ont un diamètre interne de 0,45 mm et un 

diamètre de pores de 0,1 µm. Dans cette étude, deux modules contenant 238 fibres et 476 fibres sont utilisés. 

Le volume total de calandre des réacteurs est respectivement de 478 mL et 238 mL. Lors de la fermentation, 

le réacteur est placé en position verticale donc un ciel gazeux est présent dans la partie supérieure de la 

calandre, le volume utile des réacteurs est donc respectivement de 422 mL et 218 mL (hauteur remplie du 

réacteur est de 34 cm). Le BRM est maintenu à une température de 37°C grâce à un serpentin composé d’un 

tube flexible entourant la calandre dans lequel circule de l’eau chauffée par un bain thermostaté à circulation 

(Fischer Scientific, PolystatTM 24). Lors des tests de fermentation, un flux d’azote dont le débit est contrôlé 

par un débitmètre massique (10 mL/min) circule dans les fibres en co-courant avec la circulation du liquide 

dans la calandre. Ce gaz de balayage est utilisé afin de faciliter l’analyse des gaz produits ; des études 

antérieures menées au laboratoire ayant montrées que le dispositif fonctionne de manière efficace sans 

l’utilisation de ce gaz (Renaudie et al., 2021a).  

Le flux de gaz sortant est séparé des composés liquides volatils par condensation dans deux pièges froids 

placés en série (Huber, Cryostat TC40). Un débitmètre (Mesa Labs, Dry Cal Defender 530) mesure 

ponctuellement (2 fois par jour) le débit de gaz produits en sortie. L’analyse en ligne des gaz est effectuée 

par un micro-chromatographe en phase gazeuse (Agilent 490 µGC), qui permet un suivi régulier de la 

détection des gaz H2, CO2 et N2 (1 analyse toutes les 4 minutes). Le surplus de gaz est évacué à l’évent. 
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Le réservoir de substrat, d’un volume total de 1,5 L, est équipé d’une double enveloppe où circule de l’eau 

refroidie par un cryoplongeur (Huber Cryostat TC40) et pompée par le bain thermostaté (Fischer Scientific, 

PolystatTM 24) permettant de maintenir la solution d’alimentation à une température inférieure à 6°C. À 

chaque recharge en substrat, le réservoir est mis en anaérobie par un flux d’azote. Le BRM est alimenté en 

substrat par une pompe péristaltique à 4 canaux (Ismatec, ISM 940E). Le pH est régulé en continu avec une 

solution de soude injectée dans le système par une pompe péristaltique (Jobin Yvon Instruments, LabCraft). 

Le débit de la pompe et la concentration en soude sont ajustés en fonction de la valeur souhaitée du pH en 

sortie du réacteur.  

Au niveau de la sortie de liquide du bioréacteur, une partie du fermentât recircule dans le réacteur grâce à 

une pompe péristaltique (Ismatec ISM 940E ou ISM 849). La pression, le pH, le potentiel redox sont 

respectivement mesurés et enregistrés en continu grâce à des sondes placées en sortie sur le milieu circulant 

dans la calandre et à un analyseur multi-paramètres.  

Pour les fermentations réalisées à temps de séjour hydraulique (TSH) compris entre 2 et 6 h, un dispositif 

d’extraction liquide/gaz en verre connecté à deux pièges isolables par un système de vannes a été rajouté au 

dispositif de sortie afin de séparer les gaz produits de la mousse générée par l’effet surfactant des résidus de 

microorganismes (lipides, protéines) et le gaz dans le milieu réactionnel.  

Le volume total de liquide en circulation dans l’ensemble du dispositif est d’environ 500 mL ou 300 mL selon 

le taux de remplissage en fibres de la calandre du bioréacteur choisi.  

Après fermentation, le bioréacteur est rincé abondamment à l’eau.  

Les paramètres de fonctionnement clés sont définis afin de caractériser le fonctionnement du BRM. Le débit 

d’alimentation en substrat (DAS) (Eq. 2.2) dépend de la concentration en sucres (C°) de la solution 

d’alimentation et du temps de séjour hydraulique (TSH) fixé grâce à la pompe péristaltique alimentant le 

réacteur en substrat.  

𝐷𝐴𝑆 =  
𝐶°

𝑇𝑆𝐻
  (𝐸𝑞. 2.2) 

La pompe péristaltique de la boucle de recirculation contribue au temps de séjour des liquides dans la 

calandre (TSC). Le TSH et le TSC permettent de définir le taux de recirculation (TR) (Eq. 2.3).  

𝑇𝑅 = 
𝑇𝑆𝐶 

𝑇𝑆𝐻
 

(𝐸𝑞. 2.3) 

2.3. Digestion anaérobie  

Le test de potentiel biométhane (BMP, Biochemical Methane Potential) permet de déterminer la quantité 

maximale de méthane produite par un échantillon composé de matières organiques (biomasse, fermentât, 

résidu solide de filtration). Les tests BMP sont sous-traités à l’INRAE-Transfert. Le taux de matières sèches 

(MS) et matières volatiles (MV) sont déterminés pour un échantillon solide. Une mesure de la demande 
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chimique en oxygène (DCO) est réalisée pour les échantillons liquides. La mesure du BMP est réalisée dans 

des fioles de 500 ml, à 35°C, en utilisant des boues anaérobies comme inoculum. La production de biogaz est 

mesurée au cours du temps et sa composition est analysée par chromatographie en phase gazeuse. La 

mesure du potentiel méthane est réalisée en duplicat (2 essais en parallèle).  

3. Méthodes analytiques pour la caractérisation des biomasses, des gaz et des 

fermentâts 

3.1. Analyse de la composition de la phase gazeuse 

Les micro-chromatographes en phase gazeuse (µGC) permettent l’analyse en ligne des gaz extraits des 

bioréacteurs.  

Le µGC SRA T3000 est constitué de deux modules équipés d’un détecteur à conductivité thermique (TCD) et 

le µGC Agilent 490 est composé d’un seul module équipé d’un détecteur à conductivité thermique. Le tableau 

5 donne la configuration des instruments utilisés.  

Tableau 5 : Module des µGC-TCD utilisés pour l’analyse des gaz 

 SRA T3000 Agilent µGC 490 

Module Module 1 Module 2 Module A 

Colonne Molsieve 5A PoraPLOT U CP-COX 

Phase 
Aluminosilicate 

tamis moléculaire 5Å 

Poly (Divinylbenzène Ethylène 

glycol diméthacrylate) 
Carboxène 

Dimension de la 

colonne 
10 m x 0,32 mm, 30 µm 8 m x 0,32 mm, 10 µm 1 m 

Gaz vecteur Argon Hélium Argon 

Température 

injecteur 
90°C 90°C 90°C 

Température 

colonne 
110°C 85°C 110°C 

Durée 75 s 75 s 220 s 

Gaz analysés N2, O2, H2, CO, CH4 CO2, CH4 N2, H2, CO2, CO, CH4 

 
Le premier module du µGC SRA T3000 comporte une colonne de type tamis moléculaire 5Å permettant la 

séparation des gaz permanents (N2, O2, H2, CO, CH4). La colonne polymérique PoraPLOT U du second module 

permet notamment la séparation du CO2 et du CH4. Sur le µGC Agilent 490, la séparation de tous les gaz est 

effectuée avec un module unique. Les gaz sont quantifiés par étalonnage externe.  

3.2. Analyse de la composition du fermentât en acides organiques et 

monosaccharides 

Les acides organiques et les monosaccharides (glucose, fructose) sont analysés par chromatographie en 

phase liquide à haute performance (HPLC, Agilent 1260 Infinity LC), respectivement avec 2 détecteurs : un 

détecteur à longueur d’onde variable (variable wavelength detector, VWD, spectrophotométrie UV/Vis) et 
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un détecteur à indice de réfraction (refractive indice detector, RID). La colonne Hi-Plex H (300 mm x 7,7 mm, 

8 µm) est composée de billes de styrène-divinylbenzène greffées de groupements d’acide sulfonique. Une 

précolonne PL Hi-Plex (50 mm x 7,7 mm, 8µm) permet de préserver l’intégrité de la colonne.  

Les surnageants des échantillons sont décongelés, centrifugés à 15 000 tr/min (Sigma Laborzentrifugen 1-16) 

pendant 15 min puis filtrés à l’aide de filtres à seringue (diamètres de pores : 0,2 µm). 20 µL d’échantillon 

filtré sont injectés dans la colonne (65°C). La séparation chromatographique est réalisée par l’élution des 

molécules en mode isocratique par une phase mobile d’acide sulfurique (5 mM), à un débit de 0,4 mL/min. 

La cellule optique du détecteur à indice de réfraction est maintenue à 35°C. La détection des acides 

organiques par spectrophotométrie est réalisée à 210 nm. Les analytes sont quantifiés par étalonnage 

externe. 

3.3. Analyse de la composition du fermentât en alcools  

Les alcools sont analysés par chromatographie en phase gazeuse (Agilent 7890A) avec un détecteur à 

ionisation de flamme (flame ionization detector, FID) et séparés par une colonne capillaire HP-INNOWax (30 

m x 0,25 mm x 0,5 µm) dont la phase stationnaire est constituée de polyéthylène glycol. Les températures 

de l’injecteur et du détecteur sont respectivement de 220°C et 250°C. La température du four est maintenue 

à 45°C pendant 4 min puis est augmentée jusqu’à 220°C avec une rampe de montée en température de 10°C 

par minute. L’hélium est utilisé comme gaz vecteur à un débit constant de 1,5 mL/min dans la colonne. 

Les surnageants des échantillons sont décongelés, centrifugés à 15 000 tr/min (Sigma Laborzentrifugen 1-16) 

pendant 15 min puis dilués 5 fois avec une solution d’étalon interne composée d’isopropanol dilué à 100 ppm 

dans de l’acétone. Ces échantillons sont ensuite filtrés à l’aide de filtres à seringues (diamètres de pores : 

0,2 µm). 0,7 µL d’échantillon sont injectés. Les analytes présents dans les échantillons sont quantifiés par 

étalonnage interne.  

3.4. Analyse de la composition du fermentât en monosaccharides 

L’analyse des monosaccharides (xylose, arabinose, glucose, mannose, fucose, rhamnose, galactose, acide 

galacturonique et acide glucuronique) a été réalisée par la plateforme analytique du LERMAB (Université de 

Lorraine) par chromatographie ionique couplée à l'ampéromètrie pulsée (High-Performance anion exchange 

chromatography with pulsed amperometric detection, HPAEC PAD). L’équipement utilisé est un 

chromatographe ionique Dionex ICS-3000 équipé d’une colonne Dionex CarboPacTM PA-20 (3 × 150 mm) et 

d’un détecteur électrochimique avec une électrode de travail en or (Dionex Corp.). 

Les surnageants des échantillons sont décongelés, centrifugés à 15 000 tr/min (Sigma Laborzentrifugen 1-16) 

pendant 15 min et dilués avec de l’eau ultra pure à une teneur en sucres proche de 4 mg/L. Les échantillons 

dilués sont filtrés à l’aide filtres à seringue (diamètres de pores : 0,2 µm). Les analytes sont quantifiés par 

étalonnage externe. 
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3.5. Matières sèches et matières volatiles  

Les matières sèches et volatiles sont déterminées selon la méthode standard APHA (APHA, 1999) et sont 

réalisées en triplicat. 

Les matières sèches sont définies comme l’ensemble des solides non volatils à 105°C. Une quantité 

déterminée de biomasse est incubée à l’étuve à 105°C jusqu’à obtention d’un résidu sec de masse constante. 

La matière sèche est exprimée en pourcentage par rapport à la masse de l’échantillon initial. 

Les matières volatiles sont définies comme les solides évaporables à 550°C par opposition aux cendres qui 

ne sont pas évaporables à 550°C. Le résidu sec est incubé dans un four à moufle à 550°C pendant au minimum 

2h. La différence de masse entre le résidu sec initial et les cendres permet de déduire les matières volatiles. 

Les matières volatiles sont exprimées en pourcentage par rapport à la masse de l’échantillon initial ou à celle 

de la matière sèche. 

3.6. Analyse Carbone Hydrogène Azote (CHN) 

Les analyses CHN ont été réalisées par la Plateforme d’Analyse des Inorganiques (RePSeM, IPHC, Strasbourg) 

à partir de matières sèches.  

L’échantillon est pesé avec précision dans une capsule d’étain qui est introduite dans un réacteur 

d’oxydation/réduction chauffé à 900-1000°C. Un apport contrôlé d’oxygène provoque l’oxydation de l’étain, 

réaction exothermique qui augmente la température du réacteur jusqu’à 1800°C. À cette température, les 

substances organiques et inorganiques sont converties en gaz (CO2, N2, H2O) qui sont séparés sur une colonne 

de chromatographie gazeuse (GC) et finalement détectés par un détecteur à conductibilité thermique (TCD). 

3.7. Analyses de la composition macromoléculaire de la biomasse  

Les analyses de la composition macromoléculaires des biomasses d’ensilages ont été sous-traitées à Eurofins 

Galys (caractérisation par spectroscopie proche infrarouge, caractérisation des sucres par Luff-Schoorl et 

analyses microbiologiques). Les analyses comprennent l’analyse des protéines (matière azotée totale), la 

teneur énergétique (amidon, sucres, matières grasses), la composition en fibres (cellulose, hémicelluloses, 

lignine), le profil fermentaire (pH, acétate, lactate), les oligo-minéraux (chlore) et des analyses 

microbiologiques (Clostridium perfringens, entérobactéries, levures et moisissures). 

3.8. Dosage des sucres totaux  

Cette méthode permet de quantifier par dosage spectrophotométrique, la teneur en sucres totaux (oses, 

diosides et polysaccharides) présents dans un échantillon donné. Deux types d’échantillons sont utilisés pour 

les analyses des sucres totaux : des échantillons de biomasse solides et des échantillons de milieu réactionnel 

liquide. Les résultats sont exprimés en équivalents hexose et sont indépendants de la nature des sucres : 

structure primaire, degrés de polymérisation, liaisons intermoléculaires (Dreywood, 1946 ; Cui et Brummer, 

2005). Pour chaque échantillon, le dosage est réalisé en triplicat.  



  Chapitre 2 

68 
 

Pour le dosage des sucres totaux des biomasses ensilées, un échantillon de 3 g de biomasse fraîche broyée 

est hydrolysé à chaud (80 min) avec 50 mL d’acide sulfurique (95 %). L’hydrolysat et le résidu sont séparés 

par centrifugation (4 000 tr/min pendant 1 h). L’hydrolysat est dilué dans de l’eau ultra-pure.  

Pour le dosage d’échantillons du milieu réactionnel liquide, deux analyses sont effectuées : dosage des sucres 

totaux et dosage des sucres solubles. Selon l’analyse, les échantillons sont décongelés puis respectivement 

homogénéisés ou centrifugés 15 min à 15 000 tr/min (Sigma Laborzentrifugen 1-16) avant d’être dilués dans 

de l’eau ultra-pure.  

Une série de 6 étalons est réalisée par dilution d’une solution de glucose (1 g/L) pour obtenir une droite 

d’étalonnage (0 - 100 ppm de glucose). 

Une solution d’anthrone (2 g/L) dissous dans de l’acide sulfurique à 95 % est réalisée. Dans des tubes à essai, 

1 mL d’échantillon dilué ou d’étalon est mélangé à 2 mL de solution d’anthrone. À l’abri de la lumière, les 

tubes sont incubés 20 minutes à 80°C puis refroidis sur la glace pour stopper la réaction. Après retour à 

température ambiante, l’absorbance des échantillons est mesurée à 625 nm (Shimadzu, 2401 PC). La teneur 

en sucres totaux est calculée à partir de la droite d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en équivalent 

hexose par gramme de biomasse ou en équivalent hexose par litre. 

Pour chaque biomasse, un triplicat d’hydrolyse et un triplicat de dilution sont réalisés (9 mesures). La teneur 

en sucres totaux est valide lorsque le coefficient de variation du triplicat de dilution est inférieur à 5 %. 

3.9. Dosage de la DCO totale  

Les analyses de la demande chimique en oxygène totale (DCO) des échantillons sont réalisées à l’aide de 

tubes prédosés (HANNA Instruments, COD MR W/HG reagents vials). L’échantillon de matières sèches ou de 

milieu réactionnel liquide est dilué à l’eau ultrapure puis digéré en présence de dichromate de potassium 

pendant 2h à 150°C. La quantité de DCO est déterminée par un dosage spectrophotométrique en utilisant 

une droite d’étalonnage effectuée avec des dilutions de glucose (0-1500 mgDCO/L). L’absorbance des 

échantillons à 605 nm est mesurée par spectroscopie UV-Visible (Shimadzu, 2401 PC). Les dosages sont 

réalisés en triplicat et les résultats sont donnés en gDCO/kgbiomasse ou gDCO/L. 

4. Analyse microbiologique  

4.1. Extraction d’ADN  

Les extractions d’ADN sont réalisées à partir de culots bactériens obtenus par centrifugation du milieu 

réactionnel prélevé au cours de la fermentation (4 500 tr/min, 30 min). Les culots sont stockés à  

-20°C jusqu’à utilisation. L’ADN est extrait avec un kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals) en suivant 

le protocole du fabricant et quantifié avec le kit Quant-ITTM Assays (Invitrogen) selon les recommandations 

du fabricant. 
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Les travaux de biologie moléculaire sont réalisés à l’Institut de Génétique Moléculaire, Génomique, 

Microbiologie de Strasbourg (GMGM – UMR 7156).  

4.2. Séquençage  

 Procaryotes 

Le séquençage des procaryotes à partir de l’ADN extrait a été sous-traité à l’INRAE-transfert. L’identification 

taxonomique est basée sur le séquençage du gène d’ARN ribosomique 16S (régions variables V4-V5, d’une 

longueur médiane de 376 paires de bases), présent dans tous les génomes microbiens. Cette méthode est la 

référence pour l’identification d’espèces bactériennes dans un milieu (Forsythe, 2018). Le séquençage réalisé 

sur un séquenceur MiSeq (Illumina) et le prétraitement des séquences est réalisé par un pipeline 

informatique développé par l’INRAE. L’identification des espèces réalisée par l’INRAE est complétée par une 

recherche avec l’outil en ligne NCBI Nucleotide Blast sur la base de données « microbe ».  

 Eucaroytes 

Le séquençage des eucaryotes à partir de l’ADN extrait a été sous-traité à l’INRAE-transfert. L’identification 

taxonomique est basée sur le séquençage du gène d’ARN ribosomique 18S (région variables V4). Le 

séquençage a été également réalisé sur un séquenceur MiSeq (Illumina) et le prétraitement des séquences 

est réalisé par un pipeline informatique développé par l’INRAE. L’identification a été réalisée sur la base de 

la taxonomie PR2 (Protist Ribosomal Reference, basé sur GenBank 203 – octobre 2014). 

4.3. Analyse qPCR 

Les analyses de réaction en chaîne par polymérase quantitative (qPCR) à partir de l’ADN extrait ont été sous-

traitées à l’INRAE-transfert. La qPCR permet de quantifier le nombre de copies d’un gène ciblé (gène d’ARN 

ribosomique 16S pour les procaryotes ou 18S pour les eucaryotes) et de déduire la quantité d’ADN totale de 

l’échantillon.  

5. Analyse des données  

Dans cette étude, des paramètres de performances sont utilisés en fonction des différentes configurations 

de bioréacteurs mises en œuvre (semi-batch et BRM) afin notamment de mettre en perspective les résultats 

obtenus avec ceux de la littérature et les rendements théoriques in vivo.  

5.1. Paramètres de performances  

Le volume produit d’H2, obtenu par analyse par µGC-TCD, permet d’évaluer le potentiel de production d’H2 

d’une biomasse.  

Dans le réacteur en mode semi-batch, ce volume de production est rapporté au volume de milieu réactionnel 

(mLH2/Lmilieu).  
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Dans le cas du fonctionnement en continu, la production est évaluée par unité de temps, il s’agit alors de la 

productivité en H2, exprimée en mLH2/L/h, calculée en moyenne sur une période de temps représentative.  

Pour toutes les configurations utilisées, le rendement en H2 produit est calculé par rapport à la quantité de 

substrat ajouté initialement ou au débit d’alimentation en substrat (DAS), le rendement de production en H2 

est exprimé soit par masse de biomasse (LH2/kgbiomasse), par masse de matières sèches (LH2/kgMS) ou par mole 

d’équivalent glucose (molH2/molhexose). 

5.2. Modélisation de la production cumulée d’hydrogène  

L’équation de Gompertz modifiée (Eq. 2.4) permet de modéliser le volume d’H2 cumulé produit dans le 

réacteur fonctionnant en mode semi-batch (Lay et al., 1999 ; Zwietering et al., 1990) :  

𝐻(𝑡) = 𝐻𝑚𝑎𝑥 + 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝑅𝑚 𝑒 

𝐻𝑚𝑎𝑥
(𝜆 − 𝑡) + 1]} (Eq. 2.4) 

 
Avec H(t) : la production d’hydrogène cumulée (mmolH2/Lréacteur), Hmax : la production maximale d’hydrogène 

cumulée (mmolH2/Lréacteur), Rm : la productivité maximale en hydrogène (mmolH2/Lréacteur/h), λ : le temps de 

latence (h), t : le temps d’incubation et e : la constante de Néper.  

Cette modélisation permet de déterminer la production maximale d’hydrogène cumulée (Hmax), la 

productivité maximale en hydrogène (Rm) et le temps de latence λ qui sont des critères de performance pour 

la fermentation en réacteur semi-batch. 

5.3. Caractérisation du métabolisme des consortia bactériens 

Le premier indicateur de caractérisation du métabolisme de la fermentation est le rapport molaire des 

quantités de gaz produits H2 et CO2.  

Les résultats des analyses HPLC-UV, permettant de définir les teneurs en acides organiques dans le milieu 

réactionnel, sont utilisés pour calculer le rapport molaire 
𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑎𝑡𝑒

𝐴𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒
 𝑛𝑜𝑡é (B/A) et le rapport molaire 

𝐻2

2 ×(𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑎𝑡𝑒 +𝐴𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒)
 noté H2/2(B+A).  

Le rapport molaire B/A permet de caractériser le métabolisme des consortia bactériens pour la production 

d’H2 et notamment d’identifier quelle voie de production d’H2 est favorisée entre la voie de l’acétate (Eq. 2.5) 

et du butyrate (Eq. 2.6).  

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2 𝐻2𝑂 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 4 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2   (𝐸𝑞. 2.5) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2 𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3(𝐶𝐻2)2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2   (𝐸𝑞. 2.6) 

 
La production d’acétate par d’autres voies non productrices d’H2 comme l’homoacétogenèse induit un biais 

pour l’interprétation du rapport molaire B/A. L’utilisation du rapport molaire H2/2(B+A) permet de vérifier 
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que le butyrate et l’acétate sont issus des voies coproductrices d’H2 (Eq. 2.5 et Eq. 2.6). Théoriquement, si 

seules les voies (Eq. 2.5) et (Eq. 2.6) sont utilisées pour la production d’acétate et de butyrate, ce rapport est 

égal à 1. Le rapport molaire H2/2(B+A) est réduit si de l’acétate est produit par d’autres voies métaboliques 

par exemple la voie de l’homoacétogenèse (Eq. 2.7).  

4 𝐻2  +  2 𝐶𝑂2  
 
→ 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐻2𝑂   (𝐸𝑞. 2.7) 

A partir des teneurs en métabolites analysées à l’HPLC UV/RI, la quantité d’acétate produite par la voie de 

l’homoacétogenèse est estimée grâce à l’équation adaptée de Arooj et al. (2008) (Eq. 2.8). 

𝐴𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒ℎ𝑜𝑚𝑜𝑎𝑐é𝑡𝑜. =
2 ×(𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑎𝑡𝑒+𝐴𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒)−𝑃𝑟𝑜𝑝𝑖𝑜𝑛𝑎𝑡𝑒−2 ×𝐹𝑜𝑟𝑚𝑖𝑎𝑡𝑒− 𝐻2

6
  (𝐸𝑞. 2.8) 

 

5.4. Analyses statistiques  

Les données ont été traitées et analysées avec le logiciel Excel. Les corrélations ont été déterminées en 

utilisant la fonction COEFFICIENT.CORRELATION. 

Les analyses en composantes principales (ACP) basées sur les corrélations de Pearson sont effectuées avec 

le logiciel XLSSTAT fourni par l’Université de Strasbourg. L'ACP est une méthode de statistique exploratoire 

et descriptive multidimensionnelle qui permet de résumer, dans un espace de faibles dimensions, la variance 

d’un nuage de points multivariés. Dans notre cas, l’ACP fournit une visualisation des données collectées au 

cours des fermentations (gaz produits, métabolites produits, consortia bactériens identifiés) par des 

graphiques simples qui permettent d’avoir un aperçu des relations linéaires (corrélations) entre ces données. 

Avant l’ACP les données sont normalisées.  

Les plans d’expériences sont réalisés et interprétés avec le logiciel MINITAB fourni par l’Université de 

Strasbourg. Le plan choisi au cours de cette étude est le plan factoriel complet. Ce type de plan permet 

d'étudier les effets de plusieurs facteurs sur une réponse (quantité de sucres solubles libérés pour un 

prétraitement ou la productivité en H2 du BRM par exemple) en faisant varier simultanément les niveaux des 

paramètres de façon exhaustive. La fonction « graphique de contour » est utilisée pour représenter 

graphiquement l’évolution de la réponse en fonction de deux paramètres sélectionnés.  

6. Conclusion  

Pour chaque test de fermentation présenté dans cette étude, le pH du milieu réactionnel ainsi que la 

composition des gaz en sortie du bioréacteur sont systématiquement suivis. L’analyse des gaz produits (H2 et 

CO2) en ligne par µGC-TCD permet d’obtenir l’évolution du débit de gaz en fonction du temps. À partir de ce 

profil, la production cumulée d’H2 est calculée ce qui permet de déduire les critères de productions d’H2. Les 

mêmes calculs sont effectués pour la production de CO2.  

En réacteur en mode de fonctionnement semi-batch, la production d’H2 est modélisée par l’équation de 

Gompertz afin de déterminer la production maximale d’H2 (Hm), la productivité en H2 maximale (Rm) et le 
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temps de latence (λ). Des prélèvements réguliers de milieu réactionnel (a minima au début et à la fin de la 

fermentation) permettent de suivre la composition du fermentât en acides organiques et en alcools, pour 

calculer les productions de métabolites et ainsi évaluer l’efficacité du métabolisme.  

Avec le BRM en mode de fonctionnement continu, des prélèvements de milieu réactionnel sont effectués 

pour avoir un suivi régulier de la teneur en métabolites dans le fermentât au cours du temps et en fonction 

des paramètres expérimentaux testés.  

Enfin, sur les fermentations clés de cette étude, des analyses microbiologiques qualitatives et quantitatives 

sont effectuées afin de suivre les dynamiques des consortia bactériens en fonction des conditions 

expérimentales mises en œuvre. 
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 Caractérisation des biomasses 

 

1. Introduction  

La nature de la biomasse utilisée comme substrat pour la production d’H2 doit répondre à plusieurs critères 

pour rendre compétitive la production biologique : un faible éloignement du site de production au site 

d’utilisation de la biomasse pour limiter le coût du transport et son impact environnemental, une production 

de biomasse riche en composés facilement fermentescibles (sucres), à forts tonnages et transposables à 

différentes régions de France et du monde. Afin de réunir un maximum de ces critères, deux biomasses ont 

été sélectionnées : le maïs pour l’ensilage, cultivée dans toutes les régions de France excepté l’extrême sud-

est, le seigle, plante rustique adaptée aux sols pauvres. Les deux plantes sont utilisées comme cultures 

intermédiaires et leur ensilage est un moyen de conservation fermentaire de la biomasse. Ainsi, les ensilages 

de maïs et de seigle ont été ciblés dans cette étude et ont été fournis par Air Liquide.  

Outre le fait que la biomasse d’ensilage soit déjà mise en œuvre pour la méthanisation, l’utilisation de 

biomasses ensilées pour la fermentation obscure présente deux avantages : la stabilité pour la conservation 

de la qualité de la biomasse et la présence d’une flore endogène anaérobie. L’acidité dans le silo pendant le 

stockage permet de stabiliser la biomasse et de conserver la qualité de la plante, de sa valeur énergétique et 

de sa teneur en matières sèches (Guan et al., 2018). L’ensilage s’effectue sur de grands tonnages de 

biomasses, avec des moyens relativement modestes et sans intrant en comparaison des traitements 

d’hydrolyse et de saccharification.  

L’ensilage se caractérise par de nombreuses modifications biochimiques et microbiologiques qui impactent 

la biomasse. L’utilisation de l’ensilage comme prétraitement biologique a déjà été discutée dans la littérature 

(Brémond et al., 2018 ; Liu et al., 2016 ; Montgomery et Bochmann, 2014 ; Rouches et al., 2016). Pour 

l’instant, il a été établi que la fermentation en silo ne permet pas de dégrader significativement la lignine par 

rapport à un prétraitement fongique (Rouches et al., 2016) ni par exemple, d’améliorer le potentiel biogaz 

(CH4 et CO2) de la biomasse (Brémond et al., 2018; Montgomery et Bochmann, 2014). Cette affirmation est 

nuancée par les travaux de Liu et al. (2016), d’où il ressort que l’intensification du potentiel biogaz par 

ensilage dépend de la nature de la biomasse ensilée.  

Par ailleurs, Brémond et al. (2018) évoquent que l’optimisation de l’ensilage couplée à des prétraitements 

pour dégrader la cellulose, pourrait aboutir à un procédé peu coûteux, applicable à de grands tonnages pour 

améliorer l’utilisation des biomasses par les microorganismes de la digestion anaérobie.  

Pendant l’ensilage, la fermentation lactique permet le développement d’une flore de bactéries anaérobies. 

En outre, Li et al. (2012) ont montré l’intérêt d’utiliser une biomasse ensilée, de l’herbe par exemple, comme 

substrat et source de consortia bactériens pour la fermentation obscure. Ils rapportent un rendement élevé 

en H2 de 163 ± 25 L/kgMS à une concentration de 25 g d’ensilage d’herbe par litre d’eau. Les auteurs de cette 
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étude concluent que la fermentation avec la flore endogène de la biomasse permet d’obtenir les meilleurs 

rendements, leurs expériences avec un inoculum de flore endogène, enrichi par croissance sur l’ensilage et 

traité chimiquement ayant donné des rendements inférieurs. Le choix de la fermentation endogène est 

égalemennt motivé par les travaux précédents conduits au laboratoire (François, 2016 ; François et al., 2021 ; 

Renaudie, 2019), qui ont montré l’intérêt d’utiliser les bactéries de la flore endogène à la biomasse pour la 

production d’H2, ainsi que par les résultats obtenus par Li et al. (2012) sur une biomasse ensilée.  

Cependant, la production d’H2 par fermentation endogène d’ensilage peut sembler être un défi 

microbiologique : l’ensilage repose sur la fermentation lactique, une fermentation concurrente de la 

fermentation obscure qui mobilise des microorganismes et des voies métaboliques différentes. Ainsi, les 

bactéries lactiques cruciales pour l’ensilage ne sont pas considérées comme désirables en fermentation 

obscure (Guo et al., 2010) et à l’inverse la présence de bactéries productrices d’H2 du genre Clostridium dans 

l’ensilage n’est pas souhaitée (Borreani et al., 2018). Ainsi, la majorité des travaux de la littérature sur la 

bioproduction d’H2 par fermentation obscure à partir d’ensilage de maïs mettent en œuvre une fermentation 

exogène en utilisant soit des boues de STEP, avec un rendement compris entre 62,4 et 113,0 LH2/kgMS (Kyazze 

et al., 2008 ; Cieciura-Włoch et Borowski, 2019), soit des boues de méthaniseurs avec un rendement de 32,6 

à 56,3 LH2/kgMS (Benito Martin et al., 2017 ; Nkemka et al., 2015), soit un inoculum mixte thermophile avec 

un rendement d’environ 107 LH2/kgMS (Tenca et al., 2011 ; Manzini et al., 2015).  

Malgré les contre-arguments précédemment cités, Nikolajeva et al. (2015) et Dauptain et al. (2020) ont testé 

la fermentation obscure endogène d’ensilage de maïs. Nikolajeva et al. (2015) obtiennent de faibles volumes 

d’H2 produits en fermentation (3,5 mL) alors que dans les travaux de Dauptain et al. (2020) une production 

d’H2 importante (146 LH2/kgMS) est obtenue avec de l’ensilage de maïs (ensilé pendant 2 ans) ; de plus, dans 

cette étude, l’ajout d’inoculum exogène à la biomasse ne permet pas d’augmenter la production d’H2.  

À notre connaissance, l’utilisation de l’ensilage de seigle en fermentation obscure n’a pas été publiée à ce 

jour. 

Ainsi, les objectifs de ce chapitre seront, dans les deux premières parties, de caractériser les deux biomasses 

sélectionnées et de tester leurs potentiels H2 respectifs en tant que substrat et source de bactéries par 

fermentation obscure endogène en réacteur fonctionnant en mode semi-batch. Les métabolites produits au 

cours de la fermentation seront analysés afin de comprendre les mécanismes de production d’H2, 

notamment les voies métaboliques empruntées par les consortia au cours de la fermentation. Enfin, les 

consortia présents dans le milieu réactionnel seront identifiés afin de mettre en évidence l’émergence d’une 

flore bactérienne productrice d’H2 et de la caractériser. La troisième partie sera focalisée sur l’ensilage de 

maïs et proposera une description fine des mécanismes de la fermentation obscure endogène de cette 

biomasse et du rôle du lactate présent initialement ou ajouté à la biomasse lors de la production d’H2.  
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2. Caractérisation des lots de biomasses ensilées 

Deux lots de biomasses ensilées ont été mis en œuvre au cours de ce projet de recherche. Dans un premier 

temps, la caractérisation biochimique et microbiologique de chaque lot d’ensilage de maïs et de seigle est 

présentée. Cette partie nous permettra d’identifier les éléments clés des biomasses qui pourraient avoir un 

impact sur la production d’H2, de définir les valeurs de référence pour le calcul des rendements de production 

et de montrer la conformité de la composition des ensilages avec la littérature et les données agricoles 

françaises.  

2.1. Analyses biochimiques  

Le tableau 6 présente les caractéristiques de chaque lot d’ensilage de maïs et de seigle utilisés dans cette 

étude. Chaque mesure a été répétée trois fois (n = 3). 

Tableau 6 : Caractéristiques de l’ensilage de maïs et de l’ensilage de seigle avant fermentation obscure 

  
Ensilage de Maïs 

(lot 1)  
Ensilage de Maïs 

(lot 2)  
Ensilage de Seigle 

(lot 1)  
Ensilage de Seigle 

(lot 2)  

Matières sèches ( % total) 33,2 ± 1,2 29,8 ± 0,5 27,0 ± 1,1 24,6 ± 0,8 

Matières volatiles ( % de la MS) 93,7 ± 3,1 95,7 ± 2,1 93,2 ± 1,6 91,7 ± 1,2 

Cendres ( % de la MS) 6,3 ± 3,1 4,3 ± 2,1 6,8 ± 1,6 8,3 ± 1,2 

C ( % de la MS) 46,0 ± 0,8 44,0 ± 0,2 46,4 ± 0,7 

ND 
N ( % de la MS) 1,1 ± 0,4 < 1 1,0 ± 0,2 

C/N 43,5 ± 0,4 ND 47,3 ± 0,5 

H ( % de la MS) 6,0 ± 0,1 6,8 ± 0,1 5,8 ± 0,1 

Sucres solubles (gsoluble /kgMS)1 < 4,4 < 4,4 / 1,3 2 41,9 ± 2,6 < 5,7 

Acide acétique (gsoluble /kgMS)1 24,1 ± 0,3   12,9 ± 2,0 4,2 ± 1,7 33,5 ± 0,1 

Acide propionique (gsoluble /kgMS)1 13,3 ± 2,1 < 4,5 < 4,5 < 4,5 

Acide butyrique (gsoluble /kgMS)1 7,8 ± 0,6 1,4 ± 0,1 2,5 ± 0,2 20,2 ± 0,7 

Acide lactique (gsoluble /kgMS)1 51,2 ± 0,6 69,0 ± 0,6  18,5 ± 2 37,3 ± 0,1 

Acide succinique (gsoluble /kgMS)1 0,6 ± 0,1 2,1 ± 0,2  6,9 ± 0,5 4,8 ± 0,1 

Ethanol (gsoluble /kgMS)1 18,4 ± 2,7 3,8 ± 0,1  0,8 ± 0,7 5,3 ± 0,1 

 MS : matières sèches     

 ND : non déterminé     

 1 Teneur en composés solubles à t0 (premier prélèvement du bioréacteur) établie par HPLC-RI 

 2 Mesure par HPAEC-PAD     
 

Les taux de matières sèches (MS) dans les lots d’ensilage de maïs sont respectivement de 33,2 % et 31,4 % 

dont 93,7 % et 95,7 % de matières volatiles. Ces valeurs de MS sont cohérentes avec les données de la 

littérature (Benito Martin et al., 2017 ; Biernacki et al., 2013 ; Kyazze et al., 2008 ; Nkemka et al., 2015 ; Tenca 

et al., 2011) respectivement de 34,6 ; 31,1 ; 34,6 ; 34,2 et 33,5 %. Le taux de MS dépend du stade de 

végétation auquel la matière première a été collectée : ce taux s’élève à 32 % en fin de croissance de la plante 

i.e. au stade vitreux, et augmente au cours de la croissance (Demarquilly, 1994). Les ensilages de seigle 

présentent des taux de matières sèches légèrement inférieurs qui s’élèvent à 27,0 % et 24,6 % dont 93,2 % 
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et 91,7 % de matières volatiles. Richer (2013) relève un taux de matières sèches entre 19 % et 22 % contre 

27 % en moyenne pour Urness (2013), ce qui est cohérent avec nos analyses.  

À partir des données d’analyse CHN, les rapports C/N sont estimés à 43,5 et 47,3 respectivement pour 

l’ensilage de maïs et de seigle, des valeurs supérieures à celles reportées par Nkemka et al. (2015) et 

Cieciura - Włoch et Borowski (2019), qui sont respectivement de 31,7 et 33,9 pour de l’ensilage de maïs. S’il 

est admis que l’azote est un élément prépondérant pour la croissance et le métabolisme des 

microorganismes - puisque nécessaire à la synthèse des acides aminés et des acides nucléiques - il n’existe, 

en revanche, pas de consensus dans la littérature à propos d’un rapport C/N optimal (Ghimire et al., 2015b). 

Cela s’explique par la diversité des biomasses, des inocula bactériens et des températures de fermentation 

mises en œuvre dans les différentes études (Mohammadi et al., 2012b). À titre d’exemple, Argun et al. (2008) 

obtiennent un rendement en H2 optimal lors de la fermentation de poudre de blé supplémentée en urée tel 

que le rapport C/N soit de 200. Pour le calcul du rapport C/N, les auteurs ne prennent pas en compte la 

teneur en azote de la biomasse. Tao et al. (2007) et Lin (2004) préconisent un rapport C/N autour de 50 pour 

la fermentation de saccharose par des flores mixtes soumises à un prétraitement thermique. O-Thong et al. 

(2008) obtiennent un rendement en H2 optimal avec un rapport C/N de 74 par fermentation d’effluents de 

fabrication d’huile de palme en conditions thermophiles. Un effet inhibiteur est également constaté si la 

source d’azote est introduite en excès (Siles et al., 2010 ; Song et al., 2014 ; Zhang et al., 2015). 

A noter que Kyazze et al. (2008), Manzini et al. (2015) et Tenca et al. (2011) utilisent des sources d’azote 

supplémentaires (NH4)2SO4 ou NH4Cl pour assurer le bon approvisionnement des bactéries en cet élément 

lors de la fermentation d’ensilage de maïs pour la production d’H2. Ainsi, le rapport C/N de nos biomasses, 

proche de 50, ne justifie pas l’ajout d’intrants pour le modifier. 

Hormis pour l’ensilage de seigle (lot 1) dont la quantité de fructose et glucose initiale est estimée à 41,9 

gsoluble/kgMS, les sucres solubles ne sont pas quantifiables par HPLC-RI. Pour l’ensilage de maïs (lot 2) les sucres 

solubles monomériques sont quantifiés par HPAEC-PAD (1,3 gsoluble/kgMS, valeur inférieure à la limite de 

quantification en HPLC-RI). 

Par ailleurs, des composés organiques volatils sont analysés par HPLC-UV, tels que l’acide lactique et l’acide 

acétique, qui sont les composés majoritairement produits lors de l’ensilage dans les silos. La présence de ces 

acides indique un métabolisme hétérofermentatif dans le silo. Les teneurs en acide lactique des ensilages du 

lot 1 sont inférieures à celles du lot 2 montrant que les silos n’étaient pas au même stade de fermentation 

lactique ou que la prise d’échantillon s’est effectuée dans des conditions différentes. De fortes variations des 

teneurs en acide acétique sont également observées en fonction des lots. Des acides propionique et 

butyrique et de l’éthanol, qui sont les métabolites caractéristiques de la fermentation anaérobie, montrent 

de légères variations pendant le stockage de la biomasse (Ávila et Carvalho, 2020). Du fait de la présence 

d’acides, le pH est faible (environ 4) quand la biomasse est diluée dans l’eau avant fermentation. 
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Notons que l’ensilage de seigle (lot 2) présente un profil métabolique riche en acide acétique et en acide 

butyrique. Cette diversité d’acides plus faibles que l’acide lactique n’améliore pas la stabilité de l’ensilage 

(Borreani et al., 2013) et pourrait indiquer une contamination par des bactéries de la famille des Enterobacter 

ou des Clostridia.  

2.2. Analyses des fractions biochimiques des biomasses 

Les analyses des fractions biochimiques des ensilages de maïs et de seigle ont été réalisées par Eurofins Galys, 

afin de compléter les connaissances sur les biomasses. La figure 10 présente la composition des ensilages de 

maïs et de seigle utilisés dans cette étude pour chaque lot.  

   

Figure 10 : Composition des fractions biochimiques des ensilages de maïs et de seigle avant fermentation obscure 

Le faible taux de matières minérales dans l’ensilage de maïs (< 5 % des MS) indique l’absence de 

contamination par le sol lors de la récolte ou du prélèvement. La teneur en matières azotées totales décrit la 

valeur protéique de la biomasse, elle correspond en moyenne sur les deux lots à 77 g/kgMS pour le maïs ce 

qui est cohérent avec les données de Demarquilly (1994) (70 g/kgMS) et à 106 g/kgMS pour le seigle. L’ensilage 

de maïs est considéré comme un fourrage peu concentré en matières azotées totales et en azote 

fermentescible qui se traduit par un rapport microbien (Rmic) faible (déficit d’azote dégradable par les 

bactéries) ; à l’inverse, l’ensilage de seigle serait plus équilibré en termes de matières azotées totales 

dégradables par les bactéries (Rmic = 10). Le taux de nitrate dans le sol est le facteur principal qui peut 

influencer la quantité d’azote dans les plantes. Sur un milieu déficient en azote, la plante mobilise l’azote 

contenu dans la tige pour le développement des grains, à l’inverse quand l’azote est présent en excès dans 

le milieu, celui-ci s’accumule dans la tige. Suivant les milieux et le dosage de fertilisants, le maïs aura des 

teneurs en azote variables (Arvalis-infos.fr., 2015). 

Les ensilages de maïs et de seigle sont des biomasses lignocellulosiques riches en fractions cellulosiques et 

hémicellulosiques. Ces composants des parois cellulaires de la plante sont des polymères de sucres 

difficilement accessibles par les bactéries fermentaires (Montgomery et Bochmann, 2014). La teneur en 

cellulose et hémicelluloses est relativement proche pour chaque lot de biomasses ensilées et nettement 

supérieure pour l’ensilage de seigle (en moyenne 362 g/kgMS pour la cellulose et 272 g/kgMS pour les 
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hémicelluloses) comparativement à l’ensilage de maïs (en moyenne 196 g/kgMS pour la cellulose et 183 g/kgMS 

pour les hémicelluloses). La composition des ensilages de maïs en cellulose et hémicelluloses est cohérente 

avec les valeurs de Nkemka et al. (2015), qui obtiennent respectivement 228 ± 3 g/kgMS et 145 ± 31 g/kgMS. 

De plus, l’ensilage de maïs se caractérise par une fraction d’amidon importante (300 - 350 g/kgMS) qui provient 

des grains de maïs, plus facilement fermentescibles. Cette valeur est cohérente avec les données d’Arvalis 

(Arvalis-infos.fr., 2019) sur l’ensilage de maïs français (297 ± 63 g/kgMS). Dans l’ensilage de seigle, la fraction 

d’amidon n’est pas détectable, ce qui signifie que la plante est récoltée à un stade où les graines ne sont pas 

encore développées.  

L’ensilage de seigle est donc composé principalement de cellulose et d’hémicelluloses. Notons que les deux 

ensilages (maïs et seigle) ont des teneurs en lignine faibles (en moyenne 20 g/kgMS pour l’ensilage de maïs et 

36 g/kgMS pour l’ensilage de seigle).  

Les teneurs totales des ensilages de maïs et de seigle en composants structuraux de cellules végétales 

notamment la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (mesuré par le Neutral Detergent Fiber, NDF) sont 

respectivement de 411 ± 20 g/kgMS et 670 ± 15 g/kgMS. Ces valeurs sont intéressantes à comparer à celles 

d’autres biomasses comme l’ensilage d’herbe (446 g/kgMS) ou la poudre de malt riche en amidon (320 g/kgMS) 

(Manzini et al., 2015) ; la valeur NDF du seigle est plus proche du son de riz (534 g/kgMS), de la canne de 

Provence (886 g/kgMS) ou du roseau (739 g/kgMS) (Manzini et al., 2015 ; Nkemka et al., 2015).  

Les teneurs en sucres solubles dans les biomasses ensilées sont très faibles, en moyenne 11 g/kgMS pour 

l’ensilage de maïs et 29 g/kgMS pour l’ensilage de seigle lot 1 (valeur sous-estimée par rapport à l’analyse par 

HPLC-RI). Les sucres solubles ne sont pas détectables dans l’ensilage de seigle lot 2.  

Les teneurs en matières grasses représentent également une faible part de la matière sèche totale (en 

moyenne 32 g/kgMS pour les 2 lots de biomasses ensilées).  

Les résultats présentés sur la figure 10 et le tableau 6 ne montrent pas de grande variabilité entre les lots, à 

l’exception des teneurs en amidon et des profils métaboliques (teneurs en acides organiques). Ils dénotent 

d’une bonne homogénéité de la composition de nos biomasses à l’instar des données sur l’ensilage français 

(Carpentier et Ferard, 2017). 

Pour la suite, les rendements de conversion des sucres exprimés en mole d’H2 par mole de sucres seront 

calculés en aditionnant les teneurs en sucres issus des différentes fractions biochimiques (amidon, sucres, 

cellulose et hémicelluloses) présentées sur la figure 10, soit 3,95 molsucres/kgMS pour l’ensilage de maïs lot 1 ; 

4,02 molsucres/kgMS pour l’ensilage de maïs lot 2 ; 3,65 molsucres/kgMS pour l’ensilage de seigle lot 1 et 3,56 

molsucres/kgMS pour l’ensilage de seigle lot 2. 
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2.3. Analyses microbiologiques  

Le tableau 7 présente les teneurs en microorganismes potentiellement indésirables pour l’ensilage. Les 

quantités sont établies en unité formant colonie (ufc) par gramme de biomasse.  

Tableau 7 : Analyses microbiologiques des biomasses testées d’ensilage de maïs et de seigle 

 

Les ensilages présentent de faibles teneurs en Clostridium perfringens (< 10 ufc/g), une bactérie saccharo-

protéolytique (McDonald, 1982), responsable d’intoxications alimentaires (Ávila et Carvalho, 2020) et 

productrice d’H2 (Wang et al., 2011).  

L’ensilage de maïs (lot 2) présente une composition en entérobactéries, levures et moisissures remarquable. 

En effet, la présence des entérobactéries et des moisissures est anormale dans ce lot d’ensilage. De façon 

générale, les entérobactéries se développent au début de la fermentation de l’ensilage puis elles sont 

rapidement remplacées par les bactéries lactiques (Kung et al., 2000 ; Pahlow et al., 2003). Les moisissures 

sont associées à la dégradation de l’ensilage de maïs dans le silo. Aucune prolifération notable de 

microorganismes n’est à signaler dans les autres lots de biomasses, en particulier pour l’ensilage de seigle 

(lot 1) malgré un profil fermentaire différent (acide lactique, acide butyrique, acide acétique).  

Ces résultats ont été complétés par un séquençage de la microflore des deux lots d’ensilage de maïs présenté 

sur la figure 11.  

 
Figure 11 : Composition de la flore bactérienne de l’ensilage de maïs obtenu par séquençage du gène codant pour l’ARN 16S  
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La composition des ensilages de maïs en espèces bactériennes est très différente d’un lot à l’autre. Le lot 1 

présente une flore largement dominée par des bactéries lactiques de l’ordre des Lactobacillales (> 80 %), ce 

qui est cohérent avec les ensilages de maïs analysés par Gharechahi et al. (2017), Guan et al. (2018) et Drouin 

et al. (2019). Parmi les Lactobacillales, notons la présence de Lactobacillus brevis (33 %, hétérofermentatif) 

et de Lactobacillus plantarum (28 %, hétérofermentatif facultatif), deux bactéries utilisées dans plusieurs 

études comme inoculum bactérien pour améliorer la qualité de l’ensilage (Ranjit et Kung, 2000 ; Li et Nishino, 

2011 ; Arasu et al., 2014 ; Ávila et al., 2014 ; Xu et al., 2017), accompagnés des Leuconostoc lactis (18 %, 

hétérofermentatif). L’ensemble de ces bactéries sont décrites comme prédominantes dans la flore de la 

biomasse avant ensilage (Gharechahi et al., 2017) et sont identifiées dans l’ensilage surtout en début de 

fermentation lactique (Fessard, 2017). Des Clostridia sont également présentes (2 % d’abondance) en très 

faible quantité dans la biomasse initiale, ce qui est considéré comme un marqueur de la dégradation de 

l’ensilage (Borreani et al., 2018), mais qui ne semble pas néfaste pour la fermentation puisque Dauptain et 

al. (2020) détectent de leur côté une quantité significative de Clostridiales dans un ensilage de maïs ensilé 

pendant 2 ans avant fermentation obscure.  

Le lot 2 d’ensilage de maïs se distingue significativement de la littérature avec une diversité bactérienne très 

importante et peu de Lactobacillales. Des bactéries appartenant aux familles Comamonadaceae (18 %) 

Xanthomonadaceae (ordre des Stenotrophomonas, 14 %) et Sphingobacteriaceae (13 %) présentes dans ce 

lot ont été également identifiées par da Silva et al. (2020) dans du fourrage de maïs frais dans des proportions 

similaires (respectivement 9 %, 19 % et 17 %). Liu et al. (2020) établissent une corrélation positive entre 

Stenotrophomonas et Acinetobacter avec la neutralisation du pH et la raréfaction de l’acide lactique, au cours 

de l’aération d’ensilage d’orge. Une souche bactérienne de Bacillus thermoamylovorans présente à 9 % dans 

le lot 2, a été isolée dans un digesteur anaérobie alimenté avec de l’ensilage de maïs (Cibis et al., 2016). La 

souche est décrite comme une bactérie productrice d’acide acétique et propionique et possède également 

des enzymes permettant de dégrader l’amidon et les composants des parois des cellules végétales 

(Combet - Blanc et al., 1995). Cette bactérie a déjà été mise en œuvre en fermentation en co-culture avec 

des bactéries du genre Clostridium pour tirer avantage de son activité hydrolytique permettant d’améliorer 

les performances de production d’H2 des systèmes étudiés (J.-J. Chang et al., 2008 ; Chou et al., 2011). Ainsi, 

le lot 2 présente une flore bactérienne assez surprenante pour de l’ensilage de maïs, caractérisé par la 

présence marquée de bactéries provenant a priori de la flore épiphyte de la plante de maïs avant ensilage 

(da Silva et al., 2020 ; Guan et al., 2018) et qui, d’après Brenner et al. (2005) sont des bactéries au 

métabolisme strictement aérobie, incapables de se développer dans les conditions anaérobies d’un silo. 

Ainsi, le lot 2 présente une flore proche d’un ensilage « frais » ou qui aurait peu fermenté.  
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3. Potentiel de production d’hydrogène en fermentation endogène des biomasses 

« fraîches » 

Les tests de production d’H2 sont effectués par fermentation en bioréacteur agité semi-batch à 37°C à partir 

de 50 g de biomasse fraîche (c’est-à-dire réceptionnée et stockée à 4°C) et sans inoculum (fermentation 

endogène).  

Une première série d’expériences a été réalisée dans l’objectif d’évaluer le potentiel H2 des biomasses sans 

prétraitement ni inoculation exogène. 

3.1. Comparaison des performances de production d’hydrogène des 

biomasses d’ensilage de maïs et de seigle en réacteur semi-batch 

Les deux lots d’ensilage de seigle et de maïs ont été testés en fermentation obscure endogène sans aucun 

prétraitement. 

Les premiers réplicats de fermentation ont permis de déterminer les potentiels de production d’H2 des lots 

de biomasses des ensilages de maïs et seigle et de valider les conditions de fermentation du bioréacteur 

semi-batch développé au laboratoire (Clion et al., 2015). Les conditions opératoires (pH, anaérobiose et 

d’absence de source lumineuse) sont donc favorables à la croissance de bactéries hydrogénogènes et 

acidogènes présentes dans la biomasse et à la production d’H2. Des informations détaillées sur ces tests de 

fermentations sont présentées à l’annexe 1.  

La figure 12 présente le comparatif des potentiels de production d’H2 et des métabolites produits par les 

biomasses d’ensilage de maïs et de seigle. Les moyennes des paramètres de performances de production et 

des paramètres de l’équation de Gompertz sont regroupées dans le tableau 8. 

 

Figure 12 : Production cumulée d’H2 en mL (a) et production des métabolites, consommation de solutés dans le milieu 
réactionnel en mmol/L et rapport molaire butyrate/acétate (B/A) (b) lors de la fermentation obscure d’ensilage de maïs 
et de seigle frais. Les barres d’erreurs représentent la variabilité (maïs : n=2 et n= 4, respectivement pour les lots 1 et 2 ; 
seigle : n=3 et n=1, respectivement pour les lots 1 et 2).  
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Tableau 8 : Moyenne des performances de production d’H2 par fermentation obscure des biomasses ensilées 

 
 

Une production moyenne de 535 ± 2 mLH2/Lbioréacteur a été obtenue pour l’ensilage de maïs (lot 1) et 

970 ± mLH2/Lbioréacteur pour le lot 2 d’ensilage de maïs contre seulement 275 ± 2 mLH2/Lbioréacteur en moyenne 

pour le seigle (lot 1) et 237 mLH2/Lbioréacteur pour l’ensilage de seigle (lot 2) (tableau 8). De même, la 

fermentation d’ensilage de maïs présente de meilleurs rendements que le seigle (23 ± 1 - 46 ± 4 LH2/kgMS 

contre 14,4 ± 0,1 LH2/kgMS), notamment grâce à des teneurs en sucres totaux plus élevées et grâce à la 

présence d’hydrates de carbone non fibreux dans la biomasse (amidon).  

L’ensilage de maïs présente des productions en H2 très variables entre les deux lots. Les performances du lot 

2 sont plus élevées bien que la composition microbienne de sa flore soit peu conforme par rapport à celle de 

la flore attendue pour de l’ensilage de maïs (abondance de levures, moisissures et présence de bactéries 

aérobies). Outre un rendement de production par kilogramme de matières sèches doublé, le lot 2 se 

caractérise par une consommation des sucres mieux orientée vers la production d’H2, ce qui se traduit par 

un rendement de production de mole d’H2 par mole de sucres contenus dans la biomasse 2,2 fois plus élevé 

pour le lot 2 (0,21 et 0,47 molH2/molsucres pour le lot 1 et le lot 2, respectivement) et ce, malgré des 

compositions en fractions biochimiques assez proches entre les lots.  

La meilleure utilisation des sucres et la productivité en H2 élevée de l’ensilage de maïs (lot 2) s’expliquerait 

en partie par la présence de la bactérie hydrolytique Bacillus thermoamylovorans dans le consortium initial 

(9 %). Grâce à ses enzymes, Bacillus thermoamylovorans pourrait effectuer un prétraitement biologique pour 

dégrader la biomasse d’ensilage de maïs avant fermentation (Chang et al., 2008 ; Combet - Blanc et al., 1995 ; 

Wang et al., 2003). En effet, Chou et al., (2011) montrent que l’ajout de Bacillus thermoamylovorans dans 

une co-culture de Clostridium beijerinckii L9 et Clostridium butyricum M1 pourrait améliorer la productivité 

en H2 lors de la fermentation d’effluents de levures (bourbes brassicoles).  

Les deux lots d’ensilage de maïs présentent des profils de débit de production d’H2 similaires, mais 

d’intensités différentes. Ainsi, le premier pic de production d’H2 du lot 2 permet d’atteindre des débits 

largement supérieurs au lot 1, ce qui se traduit par une productivité maximale en H2 deux fois plus supérieure 

pour le lot 2 (41 ± 13 mLH2/L/h et 106 ± 36 mLH2/L/h respectivement pour les lot 1 et 2). Les durées de 

fermentation des deux lots d’ensilages de maïs sont proches (entre 40 h et 50 h) malgré un temps de latence 

divisé par 2 pour le lot 2.  
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Les deux lots d’ensilage de maïs montrent des productions de métabolites similaires pour l’acétate (38,8 ± 4,8 

mM) et le butyrate (19,4 ± 2,9 mM) avec un rapport molaire butyrate/acétate (B/A) moyen de 0,51 ± 0,13 

lors des 2 tests de fermentation du lot 1 et des 4 tests de fermentation du lot 2. D’après la figure 12, le 

métabolisme du lot 2 serait plus favorable à la production d’H2 alors que le métabolisme du lot 1 serait plus 

diversifié : solvantogenèse avec une production d’éthanol de 2 à 4 fois plus importante avec le lot 1, 

homoacétogenèse liée à une production d’acétate élevée comparativement à la production d’H2 et 

production de propionate (voie hydrogénotrophe). Notons que le lactate est totalement utilisé au cours des 

fermentations ; la teneur initiale en lactate (supérieure pour le lot 2) peut expliquer les différences de 

consommation entre les deux lots.  

 

L’ensilage de seigle permet la production d’un volume d’H2 faible en comparaison à l’ensilage de maïs, ce qui 

pourrait être lié à la nature de la biomasse de l’ensilage de seigle : biomasse récalcitrante, absence de fraction 

d’amidon et teneur plus faible en composés fermentescibles. Toutefois pour le lot 1, la productivité maximale 

élevée et le métabolisme de la fermentation favorable à la production d’H2 suggèreraient d’une part, 

l’émergence d’un consortium riche en bactéries productrices d’H2 et d’autre part, la présence dans l’ensilage 

de seigle (lot 1) d’un substrat peu abondant mais facilement fermentescible par le consortium composé en 

grande partie de sucres solubles, glucose et fructose détecté par HPLC-RI. D’après la caractérisation, le lot 2 

est plus riche en sucres totaux mais son rendement en sucres faible et sa cinétique de fermentation lente 

suggèrent que peu de sucres sont accessibles et fermentescibles par les bactéries du milieu réactionnel 

soulignant la récalcitrance de cette biomasse. 

Le métabolisme de la fermentation d’ensilage de seigle se caractérise également par l’utilisation du lactate 

présent dans le milieu réactionnel et par une production d’acides plus faible par rapport à la fermentation 

d’ensilage de maïs, notamment pour l’acétate, ce qui augmente le rapport molaire B/A. Les productions en 

butyrate et en acétate sont largement supérieures à la production d’H2 observée par rapport aux rendements 

théoriques en H2 des deux voies, ce qui suggèrent que le substrat est utilisé pour d’autres voies 

métaboliques : homoacétogenèse (dans les deux lots), solvantogenèse (lot 1) et production de propionate 

(lot 2).  

Enfin, le métabolisme global des consortia bactériens lors de la fermentation d’ensilage de seigle (lot 1) 

semble meilleur que celui de l’ensilage de maïs malgré des volumes produits plus faibles. En effet, le rapport 

H2/CO2 est plus favorable à la production d’H2 pour le seigle (lot 1) et moins de métabolites issus de voies 

métaboliques concurrentes vis-à-vis de l’utilisation du substrat, notamment l’éthanol et l’acétate (produit en 

partie par acétogenèse), sont produits au terme de la fermentation (figure 12). 

Ainsi, les 2 lots d’ensilage de seigle présentent, à la fois des compositions et des rendements en LH2/kgMS 

assez similaires. Les paramètres de production d’H2 du lot 1 sont plus intéressants que ceux du lot 2. En effet, 

cet ensilage est fermenté avec un métabolisme favorable à la production d’H2 (rapport molaire H2/CO2 proche 
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de 1 et plus faible production de métabolites par des voies concurrentes pour le substrat par rapport à 

l’ensilage de maïs), ce qui se traduit également par une cinétique de production plus rapide (24 h contre 50 h) 

avec une productivité maximale en H2 (98 mLH2/L/h) comparable à celle de l’ensilage de maïs (lot 2).  

3.2. Nature des consortia présents dans les biomasses ensilées 

fraîches  

Pour expliquer les différences de production d’H2 au cours de la fermentation endogène des ensilages, l’ADN 

microbien contenu dans le milieu réactionnel au cours de la fermentation a été séquencé. La figure 13 illustre 

la composition des communautés bactériennes de la fermentation obscure des biomasses ensilées. Le seigle 

lot 2 n’est pas séquencé en raison d’une productivité faible en H2.  

 

Figure 13 : Abondances relatives des séquences du gène codant pour l’ARN 16S des consortia bactériens de la fermentation endogène 
de biomasses ensilées pendant la production d’H2 

Les échantillons des biomasses pour l’analyse en séquençage ont été prélevés en cours de fermentation 

(pendant la période de production d’H2), et donc choisis volontairement à des temps différents selon les lots 

de biomasse.  

Les trois consortia bactériens qui émergent de la fermentation obscure sont très différents. Les bactéries du 

genre Clostridium sont assez bien représentées dans les trois fermentations (43 %, 15 %, 49 %).  

L’ensilage de maïs (lot 1) présente une diversité de Clostridium avec un taxon apparenté à 

C. butyricum/beijeirincki/diolis (19 %), producteur d’H2 (De Vos et al., 2009) et un taxon identifié comme 

C. ljundahli (9 %), une bactérie homoacétogène et consommatrice d’H2 (Kopke et al., 2010). La présence de 

ce dernier taxon pourrait expliquer l’écart de production entre lot 1 et lot 2. En effet, la production en H2 est 

1,8 fois plus faible dans le lot 1 où ce taxon est présent. Le taxon affilié à Coproccoccus sp. (23 %) présent 

dans le lot 1 correspond à une bactérie appartenant à l’ordre des Clostridiales et à la famille des 

Lachnospiraceae, productrice de butyrate (Rivière et al., 2016 ; Vital et al., 2017). Des bactéries non 

productrices d’H2 sont également identifiées en quantité remarquable dans ce lot, notamment des bactéries 

lactiques (L. plantarum). 
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Pour le consortium de l’ensilage de maïs (lot 2), il reste toujours très différent du lot 1. On note un recul 

significatif des taxons initiaux non producteurs d’H2 Comamonadaceae sp. (18 %), Stenotrophomonas sp. 

(14 %), Sphingobacteriaceae sp. (13 %) et Bacillus thermoamylovorans (9 %) et l’émergence de quatre taxons 

principaux : trois taxons (Clostridium butyricum/beijeirincki/diolis, Veillonella sp. et Enterococcus sp.) seraient 

des producteurs d’H2 dont deux d’entre eux seraient également capables d’utiliser le lactate (Clostridium 

butyricum/beijeirincki/diolis, Veillonella sp.). Enfin, deux taxons appartiennent aux bactéries lactiques 

(Streptococcus sp., Enterococcus sp.). Les capacités de production d’H2 des Enterococcus sp. (25 %) et des 

Clostridium butyricum/beijeirincki/diolis (15 %) sont bien documentées dans la littérature (Liu et al., 2009 ; 

Song et al., 2012 ; Valdez-Vazquez et al., 2015 ; Yin et Wang, 2019a, 2019b). Streptoccocus sp. (22 %) est une 

bactérie lactique ; les travaux de Toledo-Alarcón et al. (2020) montrent que Streptococcus sp. est corrélé 

positivement à la production de lactate et négativement à la production d’H2. Cette bactérie est souvent 

détectée dans des bioréacteurs faiblement producteurs en H2. D’après Chalmers et al. (2008) et Mashima et 

Nakazawa (2015), Veillonella sp. (19 %) fermente le lactate, de plus, les auteurs rapportent des interactions 

de commensalisme avec Streptoccocus sp.. Dans leur étude, Ng et Hamilton (1971) mettent en évidence les 

capacités de Veillonella parvula à fermenter le lactate en acétate, propionate, CO2 et avec une faible 

coproduction d’H2. De Vos et al. (2009) confirment bien les modestes capacités de production d’H2 de 

Veillonella sp. par rapport aux bactéries du genre Clostridium.  

L’ensilage de seigle présente une majorité de C. butyricum/beijeirincki/diolis (49 %) accompagnée 

d’Enterobacter sp. (20 %), d’Escherichia coli (18 %) et d’Enterococcus sp. (7 %). La capacité de production d’H2 

de l’ensemble de ces taxons est connue (Abd‐Alla et al., 2019 ; Bakonyi et al., 2012 ; Valdez-Vazquez et al., 

2015).  

Ainsi, les conditions de la fermentation obscure ont sélectionné des bactéries très différentes de la flore 

initiale. Malgré la subsistance de bactéries lactiques au cours de la fermentation et le développement d’une 

bactérie homoacétogène (C. ljungdahli), la majorité des taxons en activité est productrice d’H2, témoignant 

ainsi des bonnes conditions expérimentales et du potentiel de la flore endogène des biomasses ensilées pour 

la production d’H2 dans notre réacteur semi-batch.  

3.3. Conclusion sur le potentiel de production d’hydrogène en 

fermentation endogène des biomasses « fraîches » ensilées  

Ainsi, cette première étude sur les ensilages de maïs et de seigle a permis de caractériser la composition des 

biomasses d’une part et d’obtenir d’autre part, des premières valeurs de leurs potentiels de production d’H2 

sans prétraitement ni inoculum externe.  

Les deux lots d’ensilage de maïs présentent des similarités lors de la caractérisation des fractions 

biochimiques. Leur composition bactérienne sont cependant très différentes : le lot 1 est riche en bactéries 

lactiques typiques de la flore des ensilages alors que le lot 2 présente une flore très diversifiée et riche en 
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levures et moisissures. Les compositions des fractions biochimiques des lots d’ensilage de seigle sont très 

similaires malgré un taux de matières sèches variable.  

Les conditions expérimentales (pH, anaérobie et absence de source lumineuse) sont favorables à la 

fermentation obscure et aux bactéries acidogènes et hydrogénogènes. Les ensilages de maïs présentent des 

productions de métabolites proches, mais des volumes d’H2 produits différents. L’ensilage de maïs (lot 2) 

présente un bon potentiel de production (46 LH2/kgMS) par rapport au lot 1 (23 LH2/kgMS), qui pourrait résulter 

de fractions biochimiques facilement fermentescibles car potentiellement dégradées par la flore eucaryote 

initiale de la biomasse.  

Les résultats de l’ensilage de seigle (lot 1) sont prometteurs. Cette biomasse, n’ayant pas été testée dans la 

littérature, est intéressante car elle présente une productivité maximale proche de celle de l’ensilage de maïs 

(lot 2) avec un métabolisme favorable à la production d’H2 : rapport molaire H2/CO2 proche de 1 et faible 

production de métabolites par des voies concurrentes pour la consommation de substrat. Une variabilité 

importante entre le lot 1 et le lot 2 est observée en termes de productivité maximale en H2 et de rapport 

molaire H2/CO2. 

Enfin, la fermentation obscure de ces biomasses ensilées a permis de mettre en évidence la consommation 

du lactate produit pendant la fermentation lactique. Ce fait expérimental intéressant a été observé par 

Dauptain et al. (2020) parmi les études ayant mis en œuvre l’ensilage de maïs en fermentation. De plus, il a 

été montré dans notre étude que le lactate est consommé à différents moments de la fermentation : phase 

de latence pour l’ensilage de seigle (lot 2) et pendant la production d’H2 pour les autres lots de biomasse, ce 

qui interroge sur les mécanismes de consommation du lactate.  

Dans la partie suivante, une analyse fine du métabolisme de fermentation endogène de l’ensilage de maïs 

est proposée pour comprendre notamment : quels sont les substrats disponibles dans le milieu réactionnel 

et à quelles étapes de la fermentation sont-ils utilisés, quels sont les métabolites produits lors de la 

consommation des substrats et comment évoluent les taxons bactériens au cours de la fermentation ?  

4.  Rôle du lactate dans la production d’hydrogène  

L’ensilage de maïs est une biomasse riche en acide lactique (51,2 - 69,0 g/kgMS, d’après nos données). Cet 

acide produit par les bactéries lactiques pendant la fermentation lactique permet le stockage de la biomasse 

ensilée en conditions acides. Les tests de fermentation précédents ont mis en évidence la consommation 

totale de cet acide à l’issue de la fermentation obscure et faisaient état de plusieurs interrogations quant au 

rôle du lactate lors de la fermentation obscure de l’ensilage de maïs :  

(i) à quelles étapes de la fermentation est-il consommé ?  

(ii) est-ce un substrat pour la production d’H2 ?  

(iii) quel est l’impact de la consommation du lactate sur le métabolisme de la fermentation obscure ? 
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(iv) quelles sont les bactéries capables de consommer le lactate ?  

Une nouvelle série d’expériences a été réalisée pour répondre à ces questions et apporter un éclairage sur 

l’impact du lactate sur la production d’H2, l’orientation du métabolisme fermentaire et l’évolution des 

consortia bactériens.  

Dans cette partie, les mécanismes de la fermentation obscure du lot 2 d’ensilage de maïs sont présentés à la 

lumière des métabolites produits et des taxons bactériens identifiés dans le milieu réactionnel. Le rôle du 

lactate sur la production d’H2 sera spécifiquement étudié en ajoutant à la biomasse du lactate exogène avant 

fermentation.  

4.1. Contexte et objectif 

L'acide lactique ou lactate selon le pH du milieu réactionnel est un métabolite généré lors de la fermentation 

obscure (Sikora et al., 2013). Sa production et son accumulation dans le milieu réactionnel sont dues à des 

voies métaboliques non productrices d'H2 considérées comme des voies concurrentes à la production d'H2 

vis-à-vis du substrat (Guo et al., 2010 ; Cabrol et al., 2017 ; Noike et al., 2002 ; Ren et al., 2007 ; Chen et 

al., 2012) (𝐸𝑞. 3.4).  

𝐶6𝐻12𝑂6 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝐻𝑂𝐻𝐶𝑂𝑂𝐻   (𝐸𝑞. 3.4) 

Le rôle du lactate dans la fermentation a fait l’objet d’un regain d'attention suite aux publications de plusieurs 

études qui ont observé la consommation de lactate au cours de la fermentation obscure (Matsumoto et 

Nishimura, 2007) ou mis en évidence des corrélations entre la présence de bactéries lactiques et la 

production d’H2 ou de butyrate (Chojnacka et al., 2011 ; Fuess et al., 2018). De tels phénomènes ont été 

identifiées lors de la mise en œuvre de substrats modèles (Baghchehsaraee et al., 2009 ; Diez-Gonzalez et al., 

1995 ; Grause et al., 2012 ; Kim et al., 2012 ; Wu et al., 2012) et de substrats complexes comme les ensilages 

de maïs (Dauptain et al., 2020) et d'herbe (Li et al., 2012), le lactosérum (Asunis et al., 2019 ; Blanco et al., 

2019), les mélasses sucrières (Chojnacka et al., 2011 ; Detman et al., 2019), les résidus de distillation 

(vinasses) pour la production d’alcool (Fuess et al., 2018 ; García-Depraect et León-Becerril, 2018 ; 

Matsumoto et Nishimura, 2007 ; Oliveira et al., 2020) et les soupes de déconditionnement (Noblecourt et al., 

2018). Ces études ont décrit les voies métaboliques potentielles de la consommation du lactate et suggèrent 

que le lactate serait un substrat potentiel pour la production d'H2. 

Les études citées évoquent rapidement l’utilisation possible du lactate au cours de la fermentation obscure 

de biomasses ensilées. La biomasse d'ensilage de maïs a en effet la particularité de contenir naturellement 

de l'acide lactique produit par des bactéries fermentatives pendant le processus de stockage. L’acide lactique 

y joue en effet un rôle fondamental, car il permet de maintenir des conditions acides et ainsi d’inhiber la 

dégradation microbienne de la biomasse ensilée par le développement de moisissures ou de levures 

(Borreani et al., 2018 ; Teixeira Franco et al., 2016). 
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Si l’utilisation du lactate est encore sujette à discussion lors de la fermentation obscure, elle est en revanche 

très bien établie pendant le processus d’ensilage. Borreani et al. (2018), McDonald (1982), Teixeira Franco et 

al. (2016) et Wilkinson et Davies (2013) rapportent la présence de clostridies saccharolytiques capables de 

fermenter le lactate en butyrate et en H2 d’où la possibilité d’un réseau trophique avec le lactate entre les 

bactéries lactiques et les clostridies. 

Dans cette étude, une fermentation obscure endogène à la biomasse d’ensilage de maïs est mise en œuvre 

pour bénéficier de la présence de bactéries fermentant le lactate et de bactéries productrices d'H2 mises en 

évidence au paragraphe 3.6. Le rôle du lactate sur la production d’H2, sur le métabolisme de la fermentation 

obscure et sur les consortia bactériens sera étudié en ajoutant du lactate exogène au milieu réactionnel avant 

la mise en œuvre de la fermentation obscure. 

4.2. Mécanisme de la fermentation obscure d’ensilage de maïs frais  

 Production d’H2 et métabolisme 

Une première fermentation de référence, sans ajout de lactate, est effectuée avec de l’ensilage de maïs 

(lot 2) « frais », broyé et dilué dans l'eau de l’Eurométropole de Strasbourg en réacteur en fonctionnement 

semi-batch avec régulation de pH à 5,5. La figure 14 présente le profil de production des gaz et d’évolution 

du pH du milieu réactionnel au cours de la fermentation de référence.  

 

Figure 14 : Profil de fermentation (production de gaz et variation du pH) de l'ensilage de maïs (lot 2) « frais » et broyé  

Un rendement de production en H2 de 24,0 ± 0,1 LH2/kgbiomasse (équivalent à 80,5 LH2/kgMS) est obtenu, 

soulignant ainsi l'émergence d'une microflore endogène productrice d’H2. Après une phase de latence de 4 h 

environ, la production d’H2 débute et atteint un pic de production (> 2 mL/min) entre 11 h et 13 h, avant 

cette période, le milieu réactionnel s’acidifie (diminution du pH) puis la régulation maintient le pH à environ 

5,5. Le débit de production d’H2 diminue régulièrement avec un épaulement à 17 h jusqu’à l’arrêt de la 

production. Pendant la phase descendante, une remontée du pH est observée ce qui signifierait que le pH 

est neutralisé soit par la consommation des acides soit par la libération de groupements azotés (NH3) dans le 

milieu réactionnel (consécutivement à la protéolyse), qui peuvent tamponner le milieu (Ghimire et al., 2017). 

Le débit de CO2 suit le profil du débit d’H2 avec un décalage temporel.  
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Plusieurs analyses ont été effectuées afin de mieux comprendre le métabolisme des consortia notamment 

quels composés sont consommés et produits. Les monosaccharides, les acides organiques et les alcools 

présents dans le milieu réactionnel ont été analysés respectivement par HPAEC-PAD, HPLC-UV et GC-FID lors 

de la fermentation de référence.  

La figure 15 présente les teneurs en monosaccharides et métabolites lors de la fermentation. 

 

Figure 15 : Evolution de la teneur en sucres solubles (a) et en principaux métabolites (b) au cours de la fermentation obscure de 
référence de l’ensilage de maïs « frais » et broyé  

Les sucres présents initialement dans le milieu sont le xylose (0,34 mM) et l’arabinose (0,10 mM), qui sont 

des aldoses à 5 carbones (C5H10O5) ; ceux-ci sont consommés dès le début de la fermentation.  

Après 6 h, du glucose issu de polysaccharides ou des fractions amidon ou cellulosique est libéré dans la phase 

soluble, sa concentration maximale (0,18 mM) est atteinte au moment où le débit d’H2 est maximal, ce qui 

indique un lien entre la libération du glucose et la vitesse de production d’H2. La libération du glucose dans 

le milieu réactionnel suggère une activité hydrolytique du consortium bactérien endogène à la biomasse au 

cours de la fermentation. L’acétate et le butyrate sont les principaux métabolites produits lors de cette phase. 

Le démarrage de la production d’acétate correspond au début de la libération du glucose alors que le 

butyrate est produit plus tardivement (à partir de 9 h). La concentration de ces deux métabolites, co-produits 

de l’H2, augmente de façon simultanée à la production d’H2. Notons qu’une légère production de lactate 

(+6,5 mM) intervient pendant le pic de production d’H2.  

A 16 h, la consommation des sucres solubles, notamment le glucose, est quasi-totale alors que la production 

d’H2 continue avec cependant un débit moindre, ceci indique un changement de substrat ; conjointement, 

une consommation du lactate est observée. En conséquence, un changement de métabolisme intervient : la 

production d’H2 ralentit et semble se poursuivre par la voie du butyrate dont la concentration continue 

d’augmenter alors que la concentration d'acétate se stabilise. On assiste donc à une co-production de 

butyrate et d’H2 simultanée à la consommation de lactate. En ce qui concerne les autres métabolites, la 
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teneur en formiate et en éthanol dans le milieu réactionnel augmente légèrement au cours de la 

fermentation et la production de propionate reste faible.  

La consommation du lactate est un fait expérimental notable. Généralement, l’accumulation de lactate dans 

le milieu du fait de la présence de bactéries lactiques est considérée comme compétitrice de la production 

d’H2 (Guo et al., 2010 ; Cabrol et al., 2017; Noike et al., 2002 ; Ren et al., 2007 ; Chen et al., 2012). Pour la 

biomasse testée dans cette étude, le lactate est déjà présent dans le milieu réactionnel avant le début de la 

fermentation, de plus, il est produit pendant la première phase de consommation du glucose et est ensuite 

consommé. Il a été rapporté dans la littérature deux voies d’utilisation du lactate. La première permet de 

convertir directement le lactate en butyrate avec co-production de H2 et de CO2 (Eq. 3.5 d’après McDonald, 

1982 ; Pahlow et al., 2003 ; Teixeira Franco et al., 2016). Cette voie a été mise en évidence par des travaux 

étudiant le processus de l’ensilage de maïs (Borreani et al., 2018 ; McDonald, 1982 ; Teixeira Franco et al., 

2016 ; Wilkinson et Davies, 2013). Ces auteurs rapportent la présence de bactéries du genre Clostridium 

possédant une activité saccharolytique et capables de fermenter le lactate.  

2 𝐶𝐻3𝐶𝐻𝑂𝐻COOH → 𝐶𝐻3(𝐶𝐻2)2COOH + 2 CO2 + 2 H2   (𝐸𝑞. 3.5) 

Un autre groupe d’études (Blanco et al., 2019 ; Chojnacka et al., 2011 ; Detman et al., 2019 ; Grause et al., 

2012 ; Hashsham et al., 2000 ; Juang et al., 2011 ; Matsumoto et Nishimura, 2007 ; Wu et al., 2012) indique 

que le lactate est co-fermenté avec de l’acétate pour générer du butyrate de l’H2 et du CO2 selon l’équation 

(Eq. 3.6) (Diez-Gonzalez et al., 1995) : 

CH3CHOHCOOH+ 0,4 CH3COOH → 0,7 CH3(CH2)2COOH+ 0,6 H2 + 1 𝐶𝑂2 (𝐸𝑞. 3.6) 

Notons toutefois que la stœchiométrie de l’équation varie selon les études alors que le mécanisme est 

commun. Ce dernier mécanisme de fermentation semble aussi probable dans notre étude puisque l’on 

observe entre 11 h et 25 h une co-production de butyrate et d’H2 simultanée à la consommation de lactate. 

La stabilité, suivie d’une légère décroissance de la quantité d’acétate, suggérant un équilibre entre les voies 

de production d’acétate (co-production d’H2 et homoacétogenèse) et les voies de consommation d'acétate 

par co-fermentation du lactate.  

L’analyse de la littérature montre que la présence ou la production de lactate avant le démarrage de la 

production d’H2 dans le milieu réactionnel favorise la production de butyrate. La fermentation de mélasses 

de betteraves sucrières contenant naturellement du lactate produit majoritairement du butyrate (Detman et 

al., 2019). Toujours avec cette même biomasse, Chojnacka et al. (2011) montrent la capacité de granules 

bactériennes à consommer le lactate en cours de fermentation. Ils relèvent une importante surproduction 

de butyrate associée à une absence de lactate en fin de fermentation par rapport à une fermentation sans 

granules. Blanco et al. (2019), García-Depraect et al. (2019), Grause et al. (2012) et Matsumoto et Nishimura 

(2007) montrent que la consommation du lactate coïncide avec la production de butyrate. A des pH 
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comparables aux nôtres (5,5 - 6), Asunis et al. (2019) rapportent la présence de butyrate comme métabolite 

majoritaire dans une fermentation lors de laquelle le lactate est consommé.  

La cinétique de fermentation que nous avons obtenue est semblable à celles observées dans la littérature 

(Asunis et al., 2019 ; Blanco et al., 2019 ; García-Depraect et León-Becerril, 2018 ; Grause et al., 2012 ; Juang 

et al., 2011). Ces études montrent une fermentation en deux étapes. Lors de la première étape, les sucres 

issus de la biomasse (Asunis et al., 2019 ; García-Depraect et León-Becerril, 2018 ; Juang et al., 2011) ou 

présents dans le milieu réactionnel sous forme de monomères (Blanco et al., 2019 ; Grause et al., 2012) sont 

convertis majoritairement en lactate (Eq. 3.2) et dans une moindre mesure, en acétate et en H2 (Asunis et 

al., 2019 ; Blanco et al., 2019 ; García-Depraect et León-Becerril, 2018 ; Juang et al., 2011). Dans notre cas, ce 

processus de production de lactate intervient pendant le stockage en silo et lors de la fermentation du 

glucose. Notons que les quantités de lactate initiales dans notre biomasse sont faibles par rapport à la 

littérature : 2,1 g/L contre 12 g/L détecté par Blanco et al. (2019) dans du lactosérum. Detman et al. (2019) 

et Grause et al. (2012) montrent l’importance de la présence de sucres dans le milieu initial pour accélérer le 

développement des consortia et la conversion du lactate en butyrate, rôle qui serait celui du xylose et de 

l’arabinose dans notre étude. Pendant la seconde étape, la majorité du potentiel H2 est produit par co-

fermentation du lactate et de l’acétate avec un rendement théorique maximal de 0,6 moLH2/mollactate, 

équivalent à un rendement de 1,2 molH2/molhexose et donc inférieur au rendement théorique de la voie 

butyrate (2 molH2/molhexose). La régulation du pH impacte étroitement le métabolisme de la production d’H2 

à partir du lactate. Asunis et al. (2019), Juang et al. (2011) et Wu et al. (2012) obtiennent des productions 

optimales à pH compris entre 5,5 et 6 alors que Lee et al. (2008) et Matsumoto et Nishimura (2007) 

préconisent des pH entre 6 et 7. Blanco et al. (2019), García-Depraect et al. (2019) et Grause et al. (2012) 

soulignent le bénéfice d’un saut de pH entre les 2 étapes de fermentation : un pH compris entre 6 et 7 pour 

la production de lactate et un pH plus acide de 5 à 5,8 pour la production d’H2 par la consommation du lactate. 

Cette observation correspond à notre stratégie expérimentale puisque le pH est ajusté à 7 en début de 

fermentation puis est régulé à une valeur supérieure à 5,5.  

En conclusion, dans notre biomasse, le choix du substrat par les organismes fermentaires s’effectue sur des 

critères d’efficience liés à la nature de la molécule métabolisable (sucres ou lactate) et à son accessibilité 

(soluble ou à hydrolyser). Ces résultats mettent en évidence les métabolites des voies de production de l’H2 

(acétate et butyrate) sont majoritaires et les autres métabolites issus de voies non productrices d’H2 sont 

produits en faibles quantités, ce qui témoigne d’un métabolisme favorable à la production d’H2. Les 

phénomènes observés au cours de la fermentation et décrits dans la littérature suggèrent que la 

consommation du lactate lors d’une seconde phase est associée à une surproduction d’H2 par rapport aux 

voies classiques (acétate et butyrate) de bioproduction d’H2 à partir de monosaccharides. Les données du 

séquençage de l’ADN des consortia bactériens vont compléter ces observations.  
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 Analyse des consortia bactériens en cours de fermentation 

Pour analyser les dynamiques microbiennes au cours de la fermentation, l’ADN de culots bactériens issus de 

plusieurs prélèvements (à 0 h, 6 h, 11 h, 19 h) est extrait et séquencé. 

La figure 16 présente l’évolution des consortia bactériens au cours de la fermentation. 

 
Figure 16 : Evolution du nombre de copies du gène ARNr 16S par µL d’ADN extrait des genres bactériens majoritaires au cours de la 
fermentation, du débit d’H2 en fonction du temps (a) et identification des espèces bactériennes présentes dans le milieu réactionnel 
(b). 

Les données de la qPCR montrent une forte croissance des bactéries du genre Clostridium lors de la première 

phase de fermentation et dans une moindre mesure des Lactobacillus. Le nombre de copies du gène ARNr 

16S par µL d’ADN extrait se stabilise entre 11 h et 19 h, ce qui indique que les bactéries entrent dans une 

phase de ralentissement de croissance marquée par une diminution du débit de production en H2. La 

croissance du taxon appartenant au genre Enterococcus lors de la seconde phase (après 11 h) montre un 

changement dans la dynamique du consortium bactérien pouvant impacter le métabolisme. En effet, les 

Enterococcus sont des bactéries lactiques dont plusieurs espèces sont productrices d’H2 (Li et al., 2020 ; 

Valdez-Vazquez et al., 2015 ; Yin et Wang, 2016, 2019b). 

Le milieu réactionnel initial se caractérise par une diversité bactérienne importante (figure 16b) et la plupart 

des bactéries identifiées ne sont a priori pas productrices d’H2. Parmi les bactéries productrices d’H2 qui sont 

minoritaires dans le consortium initial, on relève la présence d’Enterococcus (8 %) et de Clostridium (< 5 %). 

Les 6 premières heures de fermentation sont marquées par le développement des bactéries du genre 

Clostridium qui deviennent majoritaires (> 75 %) : Clostridium tertium (30 %), Clostridium bifermentans (18 

%), Clostridium butyricum (13 %), Clostridium isatidis (11 %) et Clostridium sp. (5 %). Clostridium tertium, 

Clostridium bifermentans et Clostridium isatidis sont des bactéries productrices d’H2 (Compton et al., 2000 ; 

De Vos et al., 2009 ; Sivagurunathan et al., 2014 ; Wang et al., 2003 ; Yin et al., 2021) et leur métabolisme est 

très favorable à la production d’acétate (De Vos et al., 2009), ce qui expliquerait l’accumulation rapide 

d’acétate en début de la fermentation.  
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La diversité du consortium et des communautés du genre Clostridium se réduit considérablement au profit 

de Clostridium butyricum qui devient majoritaire (64 %) à 11 h. Cette période correspond à un pic de débit 

de production en H2 (0,09 mmolH2/min soit 2,3 mLH2/min) et de libération du glucose dans le milieu 

réactionnel dont Clostridium butyricum pourrait être à l’origine. En effet, plusieurs études ont montré les 

capacités de production d’H2 de Clostridium butyricum et son activité saccharolytique (Hu et al., 2013 ; 

Jungermann et al., 1973 ; Obanda et al., 2020). Il serait donc possible d’associer la présence de Clostridium 

butyricum à l’hydrolyse des sucres complexes de l’ensilage de maïs. L’hydrolyse de la biomasse et la 

disponibilité en glucose semblent favoriser la croissance des bactéries du genre Lactobacillus, qui se traduit 

par une légère production de lactate (figure 15).  

La période entre 11 h et 19 h est marquée par la diminution de la disponibilité en glucose et en 

monosaccharides dans le milieu et par la consommation du lactate associée à une production de butyrate. 

Au niveau de l’abondance des taxons bactériens, Clostridium butyricum reste le taxon majoritaire et un taxon 

appartenant à Enterococcus émerge. Valdez-Vazquez et al., (2015) ont montré les capacités de taxons 

bactériens apparentés au genre Enterococcus pour la production d’H2 à partir de paille de blé broyée avec 

comme principaux métabolites formés de l’acétate et du lactate. De plus, les activités cellulolytique et 

xylanolytique des Enterococcus ont été mises en évidence dans la littérature (Malfliet et al., 2013 ; Robert et 

Bernalier-Donadille, 2003 ; Valdez-Vazquez et al., 2015). Ces éléments expliquent l’émergence du taxon des 

Enterococcus observée au cours de la fermentation et suggèrent un mécanisme de crossfeeding avec les 

bactéries fermentant le lactacte (probablement Clostridium butyricum) pour la conversion du lactate en 

butyrate avec co-production d’H2. Une autre souche d’Enterococcus identifiée comme Enterococcus faecium 

INET2 a été caractérisée par Yin et Wang (2016, 2019b). Cette souche n’est pas capable d’utiliser l’amidon 

mais son profil fermentaire lors de la fermentation de substrat modèle (glucose) est très proche de celui 

observé dans notre étude : production d’acétate puis de butyrate. Enfin, aucune étude dans la littérature n’a 

rapporté la capacité de bactéries du genre Enterococcus (bactéries lactiques) à utiliser le lactate, ce qui 

indiquerait que l’utilisation du lactate soit associée à Clostridium butyricum.  

La composition du consortium bactérien à 19 h de fermentation est conforme à la littérature. En effet, 

Sträuber et al. (2016) et Dauptain et al. (2020) montrent l’émergence d’une flore bactérienne productrice 

d’H2 lors de la fermentation d’ensilage de maïs avec des consortia riches en Clostridium et en 

Enterobacteriales (Dauptain et al., 2020) et une proportion mineure de Lactobacillales (Sträuber et al., 2016) 

à cause d’une alternance volontaire entre production de gaz et fermentation lactique. Sträuber et al. (2016) 

soulignent également l’activité hydrolytique et acidogénique importante des consortia, un constat confirmé 

par notre étude. 

Par rapport à la littérature, concernant l’utilisation du lactate lors de la fermentation obscure, nous observons 

des divergences au niveau des consortia analysés. Dans notre étude, le développement des bactéries 

lactiques est faible au cours de la fermentation alors que dans l’étude de García-Depraect et al. (2019), ces 
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bactéries représentent jusqu’à 50 % d’abondance à 24 h correspondant à une phase de fermentation lactique 

spontanée (très faiblement observable dans notre étude) lors de la fermentation d’un mélange de vinasse 

de téquila et d’effluent de nixtamalisation (procédé méso-américain de préparation du grain de maïs). Ce 

développement est remarquable puisque le milieu de cette étude a été inoculé avec un consortium riche en 

Clostridium. Dans l’étude d'Asunis et al. (2019), l’émergence de bactéries lactiques serait plutôt associée à la 

flore endogène du lactosérum, utilisé comme substrat. Le développement des Clostridia dans ces études 

n’interviendrait qu’à la fin de l’utilisation des sucres i.e. quand ils sont convertis totalement en lactate.  

Dans ces études, la présence d’acide lactique ou de bactéries lactiques pose question quant au double rôle 

que pourrait jouer le lactate dans la fermentation obscure puisque d’une part, sa production mobilise les 

sucres qui pourraient être utilisés par les bactéries productrices d’H2 et d’autre part, il sert de substrat à la 

production d’H2 (Sikora et al., 2013). Chojnacka et al. (2011) remarquent en effet, une corrélation positive 

entre la présence de bactéries lactiques et la production d’H2, constat appuyé par la consommation totale de 

l’acide lactique présent dans la biomasse initiale (des mélasses de betteraves sucrières contenant 0,8 

glactate/L). Plus récemment, Fuess et al. (2018) établissent une corrélation similaire entre bactéries lactiques 

et production d’H2. Detman et al., (2019) suggèrent donc la mise en place d’un réseau trophique 

(crossfeeding) entre les bactéries lactiques qui convertissent une partie du substrat en acide lactique (par 

une voie concurrente à la fermentation obscure) et des bactéries utilisant l’acide lactique pour la production 

d’H2. Dans cette direction, Liu et al. (2008) augmentent la production d’H2 de Clostridium thermocellum JN4, 

une bactérie productrice d’H2 et de lactate avec Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GD17 une 

bactérie capable de convertir lactate en H2 et en butyrate. Cette co-culture permet de consommer 

totalement le lactate et de doubler le rendement de production d’H2 signifiant l’existence d’un réseau 

trophique entre les deux bactéries à partir du lactate. Les travaux de Park et al. (2021) montrent également 

le bénéfice d’une co-culture entre Sporolactobacillus vineae et Clostridium butyricum par rapport à une 

culture pure Clostridium butyricum pour la production d’H2. Les prédictions métagénomiques suggèrent une 

augmentation de l’expression des gènes liés à la production de butyrate à partir du lactate sans accumulation 

de lactate dans le milieu, ce qui renforcerait l’hypothèse d’un crossfeeding avec le lactate entre les deux 

microorganismes.  

La littérature propose plusieurs bactéries fermentant le lactate pour intervenir dans le réseau trophique 

(Matsumoto et Nishimura, 2007 ; Ohnishi et al., 2012 ; Ziara et al., 2019). Matsumoto et Nishimura (2007) 

isolent notamment une bactérie mésothermophile classifiée en tant que Clostridium diolis, capable de co-

fermenter l’acide lactique et l’acide acétique pour la production d’H2. Detman et al. (2019), Diez-Gonzalez et 

al. (1995) et Wu et al., (2012) rapportent les capacités de bactéries du genre Clostridium à utiliser le lactate 

avec ou sans acétate, notamment Clostridium butyricum, ce qui confirme les hypothèses sur la bactérie 

utilisant le lactate dans notre biomasse. Cette bactérie est donc capable de changer de substrat rapidement 
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(sucres libres, sucres issus d’une hydrolyse, lactate) avec un métabolisme très favorable à la production d’H2 

(peu de propionate et d’éthanol).  

Ainsi, nous avons établi que le lactate est consommé après la phase de consommation du glucose résultant 

de l’hydrolyse de la biomasse et qu’une bactérie fermentant le lactate, également productrice d’H2 

(Clostridium butyricum), est majoritaire dans les consortia lors de la fermentation endogène de l’ensilage de 

maïs. Les données de la littérature suggèrent fortement que le lactate est converti en butyrate avec 

production d’H2, ce qui est confirmé par le métabolisme fermentaire très favorable à la production de 

butyrate que nous avons obtenu entre 11 h et 21 h. Nous pouvons donc conclure que le lactate présent et 

généré lors du processus fermentaire est un substrat pour la production d’H2 avec co-production du butyrate.  

4.3. Mécanisme des fermentations supplémentées en lactate 

Afin d’approfondir et de quantifier l’effet de la teneur en lactate sur la fermentation, des ajouts dosés de cet 

acide sont introduits dans le milieu réactionnel avant fermentation. Les fermentations suivantes sont 

réalisées, cette fois, avec de l’ensilage de maïs congelé et broyé pour pouvoir disposer d’une qualité de 

biomasse stable au cours du temps. Les conditions expérimentales (bioréacteur et régulation de pH) restent 

identiques à celle de la partie précédente.  

 Profil de production d’H2  

Différentes quantités de lactate (de 1,5 à 11,6 g/L) ont été ajoutées à la biomasse avant fermentation. Trois 

tests de référence sont effectués avec de l’ensilage de maïs congelé sans ajout de lactate avec une teneur 

initiale en lactate de 12,6 mmol/L soit 1,1 g/L. 

La figure 17 présente l’évolution des débits de production d’H2 et des concentrations en métabolites dans le 

milieu réactionnel lors des fermentations d’ensilage de maïs selon la concentration en lactate ajoutée. 
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Figure 17 : Profils de production d’H2 et évolutions des concentrations en métabolites au cours des fermentations obscures d’ensilage 
de maïs sans ajout de lactate (triplicat) et en fonction des concentrations en lactate ajouté : 1,5 (duplicat) ; 2,7 ; 4,5 ; 7,4 et 11,6 
glactate/L.  
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Les profils de production sont assez répétables. Le débit d’H2 décrit un pic de production dont le sommet est 

le plus souvent dédoublé. Le débit d’H2 décroît rapidement dans un premier temps puis plus progressivement 

dans un second temps. Les temps de fermentation s’échelonnent principalement de 26 h à 30 h, excepté à 

11,6 glactate/L (près de 40 h). L’ajout de lactate ne semble pas avoir d’impact sur le temps de latence du 

consortium bactérien.  

En terme de métabolites, l’acétate et le butyrate sont les acides produits les plus abondants du milieu 

réactionnel. Dans les trois références, sans ajout de lactate, les concentrations finales en acétate et en 

butyrate sont similaires avec un rapport molaire B/A proche de 1. Lors des fermentations avec une teneur en 

lactate ajoutée de 1,5 g/L, la concentration finale en butyrate augmente et cette tendance se confirme sur 

les fermentations avec des teneurs supérieures en lactate ajouté augmentant le rapport molaire B/A (avant 

une baisse à 11,6 g/L). Lors des fermentations avec des teneurs ajoutées en lactate supérieures à 2,7 g/L, on 

peut observer une consommation d’acétate simultanée à la consommation du lactate, ce qui confirme le 

mécanisme de co-fermentation du lactate et de l’acétate. À la fin des fermentations avec des teneurs en 

lactate ajoutées de 7,4 g/L et 11,6 g/L, il reste des concentrations assez importantes de lactate dans le milieu 

réactionnel (respectivement 32,1 et 34,7 mM) alors que l’H2 n’est plus produit. Un shift métabolique semble 

avoir lieu vers la production d’acétate par homoacétogenèse comme le souligne l’accumulation d’acétate 

dans le milieu en fin de fermentation.  

Les concentrations des autres métabolites dans le milieu réactionnel (éthanol, formiate et propionate) 

restent faibles, ce qui met en évidence un métabolisme fermentaire orienté vers les voies de production d’H2. 

Les paramètres de performances de production d’H2 et les paramètres de l’équation de Gompertz sont 

regroupées dans le tableau 9.  

Tableau 9 : Paramètres de performances de production d’H2 et de l’équation de Gompertz des fermentations 
d’ensilage de maïs (EM) en fonction des concentrations en lactate ajouté 

Teneur en lactate 
exogène  

Production  Rendement  
Productivité 

max  
latence (λ) Rapport 

H2/CO2  
Rapport B/A 

g/L mL H2/Lbioréacteur  mLH2/gbiomasse + lactate (mL H2/L/h)  h 

0 (référence) 2220 ± 110 31,0 ± 1,4 293 ± 38 5,9 ± 0,3 0,84 ± 0,02 0,85 ± 0,11 

1,5 ± 0,1 2209± 54 30,2 ± 0,6 319 ± 84 5,6 ± 0,6 0,83 ± 0,08 1,31 ± 0,15 

2,7 2722 36,2 416 5,5 0,84 1,72 

4,5 2955 38,4 400 4,8 0,87 2,35 

7,4 3208 40,2 436 6,9 0,88 2,29 

11,6 3141 36,6 378 3,9 0,88 1,35 

 

Les productions d’H2 s’échelonnent de 2,2 à 3,2 LH2/Lbioréacteur et correspondent à des rendements en H2 

compris entre 30,2 et 40,2 LH2/kgEM + lactate ou entre 97,2 et 117,0 LH2/kgMS . Les productivités maximales 

obtenues sont importantes (de 293 à 436 mLH2/L/h). Les performances optimales de production sont 

atteintes avec un ajout de lactate dans le milieu réactionnel de 7,4 g/L, ce qui permet une augmentation de 
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la production en H2 de 45 %, du rendement en H2 de 30 % et de la productivité de 49 % par rapport au triplicat 

de référence. Les données chiffrées confirment que l’ajout de lactate n’impacte pas significativement la 

durée de la phase de latence des consortia producteurs d’H2 qui est de 7 h environ pour la plupart des tests. 

Le rapport H2/CO2 reste stable avec les ajouts de lactate.  

 Effet du lactate sur la production et le rendement en H2  

Après la présentation des différents profils fermentaires obtenus par fermentation obscure d’ensilage de 

maïs supplémenté en lactate, l’effet des ajouts de lactate dans le milieu réactionnel est analysé par rapport 

à la production d’H2, à la production de métabolites et à l’évolution des consortia fermentaires.  

La figure 18 présente l’effet de l’ajout de lactate exogène sur la production cumulée d’H2 et sur le rendement 

de production d’H2 par rapport à la masse d’ensilage de maïs et de lactate ajouté (EM + lactate). 

 

Figure 18 : Effet de l'ajout de lactate exogène à la biomasse d’ensilage de maïs congelé et broyé sur le rendement et la production 
d'H2 

La production d’H2 de la référence (sans ajout de lactate) est de 31,0 ± 1,4 LH2/kgEM, ce qui équivaut à une 

production cumulée de 2,2 ± 0,1 LH2/Lbioréacteur. Une valeur similaire au potentiel H2 de la biomasse 

supplémentée de 1,5 glactate/L est obtenue. 

Un ajout de lactate supérieur à 1,5 glactate/L améliore significativement la production d’H2. Un rendement en 

H2 maximum de 40,2 LH2/kgEM + lactate soit une production de 3,2 LH2/Lbioréacteur (+45 %) est obtenue avec 

7,4 glactate/L correspondant à un optimum. Au-delà de cette valeur, la production en H2 tend vers une 

asymptote et le rendement en H2 diminue.  

Dans la littérature, trois études réalisent des ajouts dosés de lactate à un substrat dans leur bioréacteur : 

amidon et lactate (Baghchehsaraee et al., 2009), hexose et lactate (Kim et al., 2012) et mélasses de l’industrie 

sucrière et lactate (Detman et al., 2019). Cette dernière étude (Detman et al., 2019) cible une biomasse réelle 

(mélasses de betteraves sucrières) mais ne mesure que les variations de métabolites sans suivre les 

productions de gaz. 
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Baghchehsaraee et al. (2009) montrent que l’ajout de lactate à l’amidon permet d’augmenter la production 

cumulée en H2 de 55 % soit une augmentation effective du rendement de 35 %. Ils obtiennent un gain de 

rendement en H2 dès l’ajout d’une teneur en lactate de 0,25 glactate/L. Notons que cette valeur est à comparer 

avec la charge de biomasse initiale (5 gamidon/L) qui est 14 fois inférieure à notre charge de biomasse. L’ajout 

de 0,25 glactate/L dans l’étude de Baghchehsaraee et al. (2009) équivaudrait à un ajout de 3,5 g/L pour notre 

étude, ainsi l’effet du lactate sur la production d’H2 est donc cohérent entre nos deux études. Quand les 

ajouts de lactate sont importants (3 - 5g/L), Baghchehsaraee et al. (2009) observent également un 

plafonnement de la production d’H2 et une diminution du rendement en H2, ils montrent également qu’à ces 

concentrations, le lactate n’est pas toxique pour les consortia bactériens.  

Kim et al. (2012) utilisent un substrat modèle constitué de glucose (20 g/L) et teste des ajouts de lactate 

s’échelonnant de 1 g/L à 16 g/L. La production d’H2 est optimale à 8 glactate/L et le gain de production est plus 

modéré (+21 % de production cumulée). Comme pour notre étude, Kim et al. (2012) observent une valeur 

seuil (2 g/L) à partir de laquelle l’ajout de lactate augmente la production de H2. À 16 g/L, le lactate n’améliore 

plus la production d’H2, un volume d’H2 similaire à la référence est alors obtenu.  

Ainsi, l’ajout de lactate permet d’augmenter significativement le potentiel H2 de la fermentation. À l’instar 

des travaux de Kim et al. (2012), nous observons une valeur seuil en dessous de laquelle le lactate ne permet 

pas de surproduction d’H2. Cette valeur dépendrait de l’apport initial en source de carbone (sucres). Dans 

cette étude, nous avons également déterminé qu’au-delà d’une concentration ajoutée de 7,4 glactate/L, la 

production d’H2 tend vers une asymptote.  

 Effet du lactate ajouté sur les métabolites  

La figure 19 présente les productions de métabolites et le taux de consommation du lactate du milieu 

réactionnel en fonction des quantités de lactate exogène ajoutées.  

 

Figure 19 : Effet de l'ajout de lactate sur le métabolisme des consortia bactériens (a) et taux de consommation du lactate (b) en 
fonction de la teneur en lactate ajouté. 
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La référence (sans ajout de lactate) présente un métabolisme adapté à la production d’H2 : les teneurs en 

butyrate et en acétate sont équilibrées par rapport à la quantité d’H2 produite. L’activité des voies de 

production d’acétate sans co-production d’H2 notamment l’homoacétogenèse semble faible au cours de la 

fermentation. On observe que l’ajout de lactate augmente la production de butyrate de 38 à 68 mM 

(7,4 glactate/L). Les productions d’acétate comprises entre 26,2 et 34,9 mM sont variables et ne semblent pas 

dépendre de la quantité de lactate ajoutée. Notons qu’une surproduction d’acétate (50,3 mM) intervient 

pour le test à 11,6 glactate/L ; cette production est significativement supérieure à celle observée par les autres 

fermentations. Des variations de la production de ces deux acides résultent une augmentation du rapport 

molaire B/A, qui atteint un optimum de 2,3 pour une quantité de lactate ajoutée de 7,4 g/L. Ces résultats 

confirment la voie métabolique de conversion du lactate en H2 avec co-production de butyrate.  

La taux de consommation du lactate diminue avec la quantité de lactate ajoutée (figure 19b). On observe un 

taux de consommation du lactate élevé (environ 90 %) qui chute autour de 65 % pour des teneurs élevées 

en lactate i.e. à partir de à 7,4 g/L. Baghchehsaraee et al. (2009) observent également une consommation 

partielle de lactate à partir de 3 g/L, concentration à partir de laquelle la production d’H2 est maximale et 

stagne. Dans l’étude de Kim et al. (2012), le lactate n’est consommé que dans les fermentations à 4 et 

8 glactate/L et cette consommation est très faible (< 20 %). 

En ce qui concerne les autres métabolites, les productions de propionate et de formiate sont très faibles 

(< 10 mM, non représentées) ; il en est de même pour la production d’éthanol (production de 6 à 10 mM). 

L’ajout de lactate réduit très légèremen t la solvantogenèse, qui est déjà peu marquée dans l’expérience de 

référence (8,9 ± 1,6 mM) ; la valeur minimale (6,0 mM) pour la production d’éthanol est obtenue pour des 

teneurs de 4,5 glactate/L.  

Baghchehsaraee et al. (2009) notent que la production de butyrate est augmentée significativement alors 

que les quantités d’acétate et d’éthanol diminuent avec l’ajout d’acide lactique. Kim et al. (2012) observent 

également un changement de métabolisme qui est orienté vers la production d’H2 par la voie du butyrate 

pour des ajouts de lactate de 2 à 8 g/L, lesquelles obtiennent des rapports molaires B/A favorable au butyrate, 

respectivement de 1,3 et 2,7, ce qui est cohérent avec notre rapport molaire B/A maximal de 2,2. Detman et 

al. (2019) fermentent des mélasses contenant des sucres en quantité équivalente à 20 g/L de saccharose et 

ajoutent 7,4 g/L de lactate de sodium (équivalent à 6 g/L de lactate). La fermentation de référence avec des 

mélasses présente un bon métabolisme pour la production d’H2 par la voie du butyrate et montre une 

utilisation du lactate naturellement présent dans la biomasse. Les fermentations avec ajout de lactate 

présentent un taux d’utilisation élevé du lactate 88 - 98 %, une augmentation de la production de butyrate, 

peu de solvantogenèse et de production d’acétate.  

Ainsi, le métabolisme des consortia bactérien de l’ensilage de maïs de notre étude est cohérent avec les 

variations de métabolisme consécutives à l’ajout de lactate observées dans la littérature pour d’autres 
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biomasses. Le lactate est donc fermenté par une voie aboutissant à des productions d’H2 et de butyrate. De 

plus, Baghchehsaraee et al. (2009) mettent en évidence un excès de NADH qui indiquerait un niveau 

énergétique plus important lié à un stock important de donneurs d’électrons qui sont disponibles pour la 

réduction de composés accepteurs d’électrons comme par exemple H+ pour faire de l’H2. Cette observation 

est logique au vu de la réaction d’oxydation du lactate en pyruvate présentée dans l’équation 3.7 (Weghoff 

et al., 2015) : 

𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 + 𝐹𝑑2− + 2 𝑁𝐴𝐷+  → 𝑝𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑒 + 𝐹𝑑 + 2 𝑁𝐴𝐷𝐻 (𝐸𝑞. 3.7) 

 Analyse des corrélations 

L’ajout de lactate à la biomasse induit des changements remarquables du métabolisme fermentaire. Sur 

l’ensemble des fermentations présentées, nous avons effectué une analyse statistique pour étudier les 

corrélations entre les productions de gaz, les métabolites produits et la quantité de lactate. Une analyse en 

composante principale (ACP) basée sur les corrélations de Pearson avec des données normalisées vise à 

identifier des corrélations entre les variables fermentaires.  

La figure 20 présente l’ACP obtenue avec les fermentations mettant en œuvre différentes quantités de 
lactate dans la biomasse.  

 

Figure 20: Analyse en composante principale (ACP) des caractéristiques de production d’H2 et des principaux 
métabolites produits au cours des fermentations d’ensilage de maïs congelé et broyé avec ajout de lactate 

Les deux composantes F1 et F2 de l’ACP présentées sur la figure 20 sont suffisantes pour expliquer plus de 

90 % de la variabilité des données. L’ACP effectuée fait apparaître une corrélation entre la production de 

butyrate, de CO2, d’H2 et le rapport molaire H2/CO2 signifiant que la production d’H2 s’effectue principalement 

par la voie du butyrate. La productivité en H2, la quantité de lactate ajoutée et le nombre de mole de lactate 

consommé semblent corrélés à ces variables suivant l’axe horizontal. Une autre corrélation montre que la 
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production d’H2 est associée à la productivité maximale et à l’ajout de lactate. La corrélation entre la 

production de butyrate, d’H2 et le nombre de moles de lactate consommé confirme le rôle du lactate comme 

substrat pour la production d’H2 et la voie métabolique génératrice de butyrate pour son utilisation.  

Les trois variables associées au lactate montrent une corrélation positive entre l’ajout de lactate et le nombre 

de moles de lactate consommé et une corrélation négative avec le taux de consommation du lactate ce qui 

signifie que plus le lactate est ajouté en grande quantité plus le nombre de moles consommé est important 

mais l’efficacité i.e. le taux de consommation du lactate est réduit.  

La production d’acétate et d’éthanol ne sont pas corrélée avec la production d’H2 ou la consommation du 

lactate. Il avait été montré précédemment (Chapitre III, 4.3.3) que ces productions restaient stables 

indépendamment des ajouts de lactate dans le milieu. Pour la production d’acétate, l’absence de corrélation 

pourrait s’expliquer par l’équilibre entre sa co-fermentation avec le lactate, sa production par les voies 

productrices d'H2 (Eq. 3.2) et l’homoacétogenèse (Eq. 3.1). Pour l’éthanol, les productions sont très faibles et 

il est donc difficile d’observer des corrélations significatives.  

Pour conclure, les ajouts dosés de lactate ont montré une modification du métabolisme de la fermentation 

avec une augmentation très significative de la production de butyrate associée à une surproduction d’H2 

(> 25 %) à partir de 2,7 g/L, même si de faibles quantités de lactate (1,5 g/L) suffisent à orienter le 

métabolisme vers la voie du butyrate. A partir d’une concentration en lactate de 4,5 g/L, sa consommation 

n’est plus totale, cette quantité « seuil » semblerait dépendre de la quantité d’hydrates de carbone utiles à 

la croissance de bactéries consommatrices de lactate dans le milieu réactionnel.  

 Effet du lactate sur les consortia bactériens  

L’ADN présent dans le milieu réactionnel de la fermentation de référence et dans celle supplémentée avec 

7,4 glactate/L a été extrait et séquencé. La figure 21 présente l’impact du lactate ajouté à 7,4 g/L sur les 

consortia fermentaires.  

 

Figure 21 : Effet de l'ajout de lactate (7,4 g/L) sur l’abondance des consortia bactériens familles (a) et espèces (b).  
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La famille bactérienne des Clostridiaceae (auxquelles appartiennent les bactéries du genre Clostridium) est 

majoritaire au cours des fermentations (71 % - 76 %, figure 21a). On observe peu de diversité au sein de cette 

famille dominée par Clostridium butyricum (figure 21b). L’ajout de lactate dans le milieu réactionnel renforce 

l’abondance de cette bactérie et des Clostridia en général, au détriment des taxons Clostridiaceae sp. et 

Lachnospiraceae sp.. Un taxon appartenant à la famille des Enterobacteriaceae émerge dans la fermentation 

avec ajout de lactate. Notons enfin l’absence des Enterococcus et la très faible présence des bactéries de la 

famille des Lactobacillales dont le développement a été potentiellement inhibé pendant la congélation.  

Clostridium butyricum avait été identifiée comme consommatrice de lactate et productrice d’H2 (Detman et 

al., 2019) ou capable de crossfeeding avec des bactéries lactiques (Park et al., 2021), expliquant 

l’enrichissement en cette bactérie observé avec l’ajout de de lactate.  

Le taxon appartenant à la famille Enterobacteriaceae présente une bonne homologie (98,4 %) avec 

Citrobacter freundii, identifiée lors de la fermentation du glycérol en 1,3 propanediol (Moscoviz et al., 2016). 

La présence d’une Citrobacter dans cette fermentation serait assez surprenante car Pasteris et al. (2011) 

soutiennent que cette bactérie est inhibée par des ajouts de lactate exogène (à partir de 5 g/L). Citrobacter 

est une bactérie productrice d’H2 avec un rendement maximal théorique de 2 molH2/molhexose et possède la 

capacité de retirer les traces d’O2 dans le milieu fermentaire. Cette faculté a conduit Beckers et al. (2010) à 

l’associer en co-culture avec Clostridium butyricum mais le rendement de la co-culture s’est avéré légèrement 

moins bon qu’avec une culture pure de Clostridium butyricum.  

Ainsi, l’ajout de lactate (7,4 g/L) s’accompagne d’un enrichissement du consortium en Clostridium butyricum, 

bactérie productrice d’H2 et capable d’utiliser le lactate comme substrat. Le rôle dans la fermentation du 

second taxon majoritaire apparenté à la famille des Enterobacteriaceae reste difficile à interpréter en 

l’absence d’une identification taxonomique plus approfondie. 

4.4. Effet de la teneur en acétate sur l’assimilation du lactate  

Plusieurs études ont souligné l’importance de l’acétate en tant que co-substrat dans la fermentation du 

lactate (Detman et al., 2019 ; Diez-Gonzalez et al., 1995 ; García-Depraect and León-Becerril, 2018 ; Juang et 

al., 2011 ; Lee et al., 2008 ; Matsumoto et Nishimura, 2007 ; Wu et al., 2012). Grause et al. (2012) lui attribue 

un rôle d’accélérateur du métabolisme de la fermentation du lactate. Asunis et al. (2019), Blanco et al. (2019), 

García-Depraect et al. (2019) et García-Depraect et León-Becerril (2018) ont observé la consommation de 

l’acétate co-produit pendant la première phase de leur expérience (fermentation lactique) et mis en évidence 

une co-fermentation du lactate et de l’acétate. Enfin, l’ensemble de ces études relève des taux de 

consommation élevés du lactate en fin de fermentation.  

Ces éléments peuvent être rapprochés de nos résultats relatifs aux consommations partielles du lactate 

relevées lors des ajouts dosés (figure 19b) et des remarques de Baghchehsaraee et al. (2009) et de Kim et al. 

(2012) confirmant la contribution de l’acétate dans la consommation du lactate.  
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 Effet de l’ajout d’acétate sur la production d’hydrogène  

Nous avons donc testé l’impact de l’ajout de l’acétate sur la production d’H2 et sur la consommation du 

lactate selon différentes modalités dont l’une avec un rapport molaire lactateajouté /acétateajouté de 1/0,6, qui 

correspond à un surdosage en acétate par rapport à la stœchiométrie 1/0,4 proposée par Diez-Gonzalez et 

al. (1995).  

La figure 22 présente l’évolution des débits de production d’H2 et des concentrations en métabolites dans le 

milieu réactionnel lors de la fermentation d’ensilage de maïs supplémenté en lactate et en acétate. Deux 

quantités de lactate (7,4 et 11,6 g/L) et d’acétate (3 et 4,5 g/L) ont été testées. 

  

  

   

  

Figure 22 : Effet de l’ajout simultané de lactate et d’acétate à l’ensilage de maïs sur le profil de production d’H2 et 
concentrations en métabolites au cours de la fermentation obscure  
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Ajout de lactate 11,6 g/L et d’acétate 4,5 g/L 

Ajout de lactate 11,6 g/L et d’acétate 3,0 g/L 

Ajout de lactate 7,4 g/L et d’acétate 3,0 g/L 

Ajout d’acétate 3,0 g/L Référence 1 
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Les profils de production d’H2 sont assez similaires et la production d’H2 s’effectue en une étape avec un pic 

unique correspondant à un débit maximal d’H2. Les acides ajoutés semblent impacter ce débit maximum de 

production d’H2 : l’acétate seul réduit le débit maximal d’H2 par rapport à la référence (2 contre 

3,5 mLH2/min). À une teneur de 7,4 g/L de lactate (avec ou sans acétate), un optimum est atteint (5 mLH2/min). 

Toujours à cette teneur ajoutée en lactate, l’ajout d’acétate ne provoque pas l’apparition d’un second pic de 

débit de production d’H2, distinctif du pic principal, ce qui signifierait que le lactate ajouté est consommé au 

cours de la fermentation du substrat principal (sucres de la biomasse) et prolonge la durée du pic de 

production d’H2. Avec une teneur en lactate de 11,6 g/L et quelle que soit la teneur en acétate, la fin de la 

cinétique de fermentation semble varier par rapport aux autres fermentations. En effet, un épaulement est 

observable entre 20 h et 30 h de fermentation qui semble être corrélé avec une diminution de la quantité de 

lactate dans le milieu réactionnel.  

D’un point de vue métabolique, l’ajout d’acétate a un impact sur la consommation en lactate : sans acétate, 

la concentration en lactate semblerait se stabiliser aux alentours de 30 mM. Quand l’acétate est ajouté au 

milieu réactionnel, la concentration en lactate diminue et le système tend vers une consommation totale du 

lactate. En particulier dans les conditions expérimentales où 7,4 g/L de lactate et 3,0 g/L d’acétate sont 

ajoutés, la consommation du lactate est plus rapide. Lors de l’essai avec 11,6 g/L lactate (sans acétate), la 

production d’H2 chute sous le débit de production d’H2 limite (< 0,05 mLH2/min) au bout de 40 h. Les 

fermentations supplémentées simultanément en acétate et en lactate n’ont pas été stoppées à 40 h en raison 

d’une très faible production d’H2 (> 0,05 mLH2/min) détectée en sortie du réacteur. Sur les tests avec ajout 

d’acétate, on observe également une consommation quasiment totale du lactate. 

Par ailleurs, on remarque que l’ajout d’acétate n’inhibe pas la production biologique d’acétate : une 

augmentation de la quantité d’acétate (entre +18 mM et +33 mM) dans le milieu réactionnel est observée 

en début de fermentation qui correspond au pic de débit de production d’H2. La production d’H2 semble 

toujours corrélée à la concentration en butyrate dans le milieu, ce qui confirme le rôle majeur des voies de 

coproduction de l’H2 et du butyrate dans le métabolisme fermentaire.  

Les autres métabolites (éthanol, formiate, propionate) sont détectés en faibles quantités dans le milieu 

réactionnel sauf lors de la fermentation avec des teneurs en lactate et en acétate de 11,6 g/L et 3,0 g/L pour 

laquelle 20,7 mM de propionate sont détectées en fin de fermentation.  

Les paramètres de performances de production d’H2 et de l’équation de Gompertz sont regroupés dans le 

tableau 10. 
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Tableau 10 : Paramètres de performances de production d’H2 et issus de l’équation de Gompertz des fermentations 
d’ensilage de maïs (EM) supplémentées en lactate (Lac) et en acétate (Ac). 

 

L’impact de l’ajout d’acétate conjugué à celui du lactate sur la production d’H2 est illustré à la figure 23. 

 

Figure 23 : Effet de l'ajout de lactate et d'acétate sur la production cumulée d'H2 (a) et sur la production (LH2/Lbioréacteur) 
de la fermentation obscure d'ensilage de maïs 

Les productions d’H2 obtenues sont comprises entre 1,46 et 3,60 LH2/Lbioréacteur correspondant à des 

rendements de production d’H2 entre 19,7 et 44,0 LH2/kgEM+Lac+Ac soit entre 60,1 et 117,0 LH2/kgMS (dans ces 

contions, l’ajout d’acétate n’améliore pas le rendement en H2 par rapport à la quantité de matières sèches). 

Les valeurs maximales de production sont atteintes aux conditions expérimentales correspondant à un ajout 

de 7,4 g/L de lactate et 3 g/L d’acétate. Comme observé sur la figure 22 et le tableau 10, la productivité 

maximale d’H2 semble varier en fonction de la quantité de lactate ajoutée : les optima sont atteints pour des 

teneurs en lactate de 7,4 g/L (avec ou sans ajout d’acétate) et s’élèvent en moyenne à 443 ± 7 mLH2/L/h. 

L’effet de l’ajout d’acides n’a pas d’impact significatif sur le temps de latence des consortia bactériens hormis 

pour le test à 11,6 glactate/L et 3,0 gacétate/L. Le rapport molaire H2/CO2 des fermentations les plus productives 

en H2 est maintenu par rapport à la référence. Le rapport molaire H2/CO2 des autres fermentations est 

inférieur à la référence.  

Il apparaît que, l’ajout d’acétate seul n’est pas favorable à la production d’H2 ; en effet, la production d’H2 

décroît de 32 % par rapport à la référence. Ce résultat est cohérent avec les études de Baghchehsaraee et al. 
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(2009) de Matsumoto et Nishimura (2007) en substrat modèle, avec respectivement comme source de 

carbone de l’amidon ou un mélange d’extrait de levure et de peptones qui montrent que l’ajout d’acétate 

réduit la production d’H2. En mode de production continue d’H2, les travaux de Clion (2016) montrent 

également une diminution du débit de production d’H2 après un ajout d’acétate dans le milieu réactionnel. 

Comme constaté précédemment, à 7,4 g/L de lactate, l’ajout d’acétate semble avoir un effet bénéfique sur 

la production d’H2 (+12,5 %), alors qu’à 11,6 g/L de lactate, l’ajout d’acétate réduit la production d’H2 par 

rapport à l’ajout de lactate seul. Cette diminution de la production d’H2 peut être causée par l’acétate ou une 

augmentation de la pression osmotique du milieu consécutive à l’ajout d’acétate et de lactate présents sous 

forme de sels (à pH > pKa) (Ballongue et al., 1987 ; Ciranna et al., 2014 ; Elbeshbishy et al., 2017 ; Zhang et 

al., 2012). Ce phénomène est cohérent avec la légère diminution de production d’H2 observée.  

En effet, l’effet de la teneur en acides organiques sur la fermentation obscure a été recensé dans plusieurs 

articles (Bundhoo et Mohee, 2016; Chen et al., 2020; Elbeshbishy et al., 2017), qui soulignent le pouvoir 

inhibiteur des acides dissociés à l’origine de la lyse des cellules bactériennes. Plus spécifiquement, neuf 

études ont relevé l’effet inhibiteur de l’acétate sur la production d’H2 à partir de culture pure (Ciranna et al., 

2014 ; Tang et al., 2012) ou de cultures mixtes (Clion, 2016 ; Van Ginkel et Logan, 2005 ; B. Wang et al., 2008 ; 

Wang et al., 2010 ; Y. Wang et al., 2008 ; Zhang et al., 2012 ; Zheng et Yu, 2005). Ces études montrent que 

les seuils d’inhibition observés sont très faibles, le plus haut s’élève à une concentration d’acétate de 40 mM 

soit de 2,4 g/L (Ciranna et al., 2014). Dans leur étude, Wu et al. (2012) ne notent pas d’inhibition de la 

production en fonction de la quantité de lactate (15 - 30 g/L) et d’acétate (4,5 - 9 g/L) ajouté, ce qui signifierait 

que leur bactérie (Clostridium tyrobutyricum) est résistante à de plus grandes concentrations en 

lactate/acétate que Clostridium butyricum issue de l’ensilage de maïs. Matsumoto et Nishimura (2007) ne 

dépassent pas une quantité d’acétate de 3 g/L pour leur test de fermentation avec Clostridium diolis. Enfin, 

Van Ginkel et Logan (2005) observent que les acides exogènes ajoutés ont un effet inhibiteur plus faible que 

les acides produits par les bactéries. Noblecourt et al., (2017) observent une diminution de la production d’H2 

quand une teneur en acides organiques issus de la fermentation (acétate, butyrate, lactate) supérieur à 

12,5 g/L est atteinte. 

Dans notre étude, les ajouts de lactate et d’acétate augmentent la pression osmotique jusqu’à une valeur de 

10,5 bar, une pression équivalente à un ajout de 203 mmol/L de NaCl soit 11,8 g/L. Les tests pour lesquelles 

la production d’H2 est inhibée ont une pression osmotique de 9,2 à 10,5 bar alors que les productions 

maximales d’H2 sont obtenus à des pressions osmotiques comprises entre 4,2 et 6,8 bar, équivalentes à un 

ajout de 130 mmol/L de NaCl (soit 7,5 g/L) et qui correspondrait à la limite d’inhibition de notre système par 

la pression osmotique. L’effet sur la production d’H2 de l’augmentation de la pression osmotique et plus 

particulièrement des ions Na+ a été étudié dans la littérature (Zheng et al., 2005 ; Lee et al., 2012 ; Paillet et 

al., 2020). Ces travaux montrent qu’une augmentation de la force osmotique consécutive à l’ajout d’ions 

dans le milieu réactionnel peut affecter la production d’H2 positivement ou à l’inverse l’inhiber totalement. 
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La concentration en ions est très variable selon les études : Paillet et al. (2020) observent une augmentation 

de la production d’H2 pour des forces ioniques de 0,09 à 0,7 mol/L (4,6 - 36,1 bar), Lee et al. (2012) notent 

un volume d’H2 plus élevé par rapport à leur test de référence en ajoutant 1,0 g/L de NaCl (0,89 bar) mais au-

delà de cette teneur le volume diminue. Zheng et al. (2005) notent une diminution du rendement de 

production d’H2 dès un ajout de 50 mmol/L (2,6 bar) de NaCl dans le milieu réactionnel. Ainsi, les valeurs de 

pression osmotique maximale relevées dans notre étude sont dans l’ordre de grandeur des pressions 

osmotiques relevées dans la littérature. Le mécanisme d’inhibition proposé par Lee et al. (2012) 

interviendrait au niveau des canaux ioniques spécifiques au sodium qui nécessitent de l’énergie chimique 

(sous forme d’ATP) pour maintenir la concentration en sodium dans les cellules, cette dépense d’énergie 

réduit le rendement de production d’H2 des bactéries. Walter et al., (1987) montre que la pression osmotique 

créée par la présence de solutés dans le milieu réactionnel (KCl par exemple) impacte le système 

d’assimilation du substrat par les bactéries (système phosphotransférase) ce qui se répercute par une 

diminution du taux de croissance des bactéries et des performances du métabolisme (vitesse de production 

des acides).  

Ainsi, l’ajout d’acétate exogène, s’il est bien dosé par rapport au lactate, permet donc d’améliorer la 

production d’H2 lors de la fermentation de lactate à condition que la concentration en acides organiques 

n’atteigne pas une valeur inhibitrice.  

 Effet de l’ajout d’acétate sur la production de métabolites 

La figure 24 présente l’analyse des métabolites contenus dans le milieu réactionnel et permet d’évaluer 

l’impact de l’acétate sur la consommation du lactate.  

 

Figure 24 : Effet de l'ajout de lactate et d'acétate sur le métabolisme (a) et sur la consommation de lactate total (présent dans 
l’ensilage et ajouté) (b) au cours de la fermentation obscure 

L’ajout d’acétate seul dans le milieu réactionnel oriente le métabolisme vers des voies non productrices d’H2 

notamment l’homoacétogenèse. En effet, une surproduction d’acétate (+29 %) associée à une réduction de 

la production d’H2 (-33 %) est observée par rapport à la référence.  
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A une teneur en lactate ajoutée de 7,4 glactate/L, l’ajout d’acétate améliore la consommation du lactate (91 %) 

et sa conversion en butyrate (+16 %) et en H2 (+12 %). On observe un rapport molaire B/A (12,2) très favorable 

au butyrate puisqu’il n’y a quasiment pas eu de production d’acétate. Ainsi, l’ajout d’acétate et de lactate 

dans de bonnes proportions oriente le métabolisme de la fermentation vers des consommations quasi-

totales du lactate et de l’acétate pour produire du butyrate et de l’H2. Les autres voies métaboliques sont 

peu actives (faible production d’éthanol et de propionate).  

A une teneur en lactate ajoutée de 11,6 glactate/L, l’effet de l’ajout d’acétate permet toujours d’augmenter la 

conversion du lactate en butyrate. Cependant, la réaction est moins efficace en termes de rendement de 

production d’H2 et de butyrate produit par mole de lactate. La production d’H2 est plus faible que sans ajout 

d’acétate malgré la quantité de butyrate produite, ce qui signifie qu’une part importante de la production 

d’H2 a été mobilisée pour la production d’acétate par homoacétogenèse malgré la teneur initiale élevée en 

acétate dans le milieu (4,5 g/L).  

Les résultats obtenus suggèrent l’existence d’une valeur « seuil » à partir de laquelle l’acétate est utilisé 

comme co-substrat. Malgré les quantités significatives d’acétate produites au cours de la première partie de 

la fermentation (de 26,2 à 34,9 mM, figure 19a), il faut ajouter de l’acétate exogène (50 mM) pour observer 

une consommation significative du lactate dans le milieu et une surproduction d’H2 (à 7,4 glactate/L).  

Ainsi, la consommation du lactate semble peu impactée par la concentration en métabolites. En revanche, le 

métabolisme semble affecté avec une réduction de la quantité d’H2 produite et la reprise de l’activité des 

voies métaboliques non productrices d’H2 (homoacétogenèse pendant la première partie de la fermentation 

et production de propionate). Ces voies métaboliques pourraient être activées en réponse au stress 

consécutif à la quantité importante de métabolites dans le milieu. Par ailleurs, une partie de l’énergie 

chimique pourrait être utilisée pour détoxifier le milieu, i.e. réduire les quantités de lactate. En effet, le 

lactate sous forme dissociée (lactate de sodium) a des propriétés antibactériennes connues (Alakomi et al., 

2000 ; de Wit et Rombouts, 1990 ; Houtsma et al., 1996 ; Kao et Frazier, 1966 ; Schelegueda et al., 2012 ; 

Wong et Chen, 1988). Thylin et al. (1995) ont déterminé les concentrations minimales d’inhibition de la 

croissance de Clostridium tyrobutyricum en fonction du pH. Dans les conditions du bioréacteur (pH compris 

entre 5,6 et 7), la concentration minimale d’inhibition du lactate serait supérieure à 400 mM (36 glactate/L). Ce 

résultat, qui est certes quatre fois supérieur aux concentrations relevées dans notre étude et qui dépend du 

milieu, nous donne un ordre de grandeur quant au pouvoir inhibiteur du lactate. La concentration minimale 

d’inhibition sur la production d’H2 pourrait être plus faible que celle communément admise pour la croissance 

bactérienne.  

Dans leur étude, Detman et al. (2019) examinent l’effet d’un ajout simultané de lactate et d’acétate à une 

biomasse par rapport au métabolisme de référence de la biomasse et de la biomasse supplémentée avec du 

lactate. L’effet de l’acétate est difficilement évaluable par rapport à l’expérience avec ajout de lactate seul 
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puisque dans les deux expériences, le taux de consommation du lactate était élevé et la concentration en 

acétate faible dans le milieu final.  

Pour conclure, l’effet de l’acétate sur la production d’H2 au moyen d’ensilage de maïs semble dépendre de la 

quantité initiale de lactate. Sans ajout de lactate dans le milieu réactionnel, l’ajout d’acétate a un effet négatif 

sur le potentiel H2. A 7,4 glactate/L, l’acétate ajouté a permis d’améliorer la production en H2 en améliorant la 

consommation du lactate dans le milieu réactionnel. Dans le cas d’une plus forte teneur en lactate (11,6 g/L), 

l’ajout d’acétate permet d’améliorer le taux d’utilisation du lactate mais, le métabolisme global est moins 

favorable à la production d’H2. Ces observations permettent de valider le mécanisme de co-fermentation du 

lactate avec l’acétate par les bactéries endogènes de l’ensilage de maïs qui utilisent également le lactate pour 

la production d’H2.  

D’un point de vue pratique, ces résultats montrent qu’une surproduction biologique de lactate pendant le 

processus d’ensilage (par exemple, à la suite d’une inoculation du silo en bactéries lactiques) impactera 

positivement les performances de production d’H2. D’après les données d’Eurofins, la teneur moyenne en 

acide lactique de l’ensilage est de 45 g/kgMS (équivalent à une concentration de 13 mM dans nos conditions 

expérimentales) ; cette valeur est confirmée dans la littérature (Borreani et al., 2013 ; Danner et al., 2003 ; 

Drouin et al., 2021 ; Herrmann et al., 2011, 2015 ; McEniry et al., 2006 ; Offer et al., 2001). Il semble donc 

peu probable d’obtenir un ensilage de maïs dont la concentration en lactate inhiberait la production d’H2 

(une teneur en lactate supérieure à 82,2 mM soit 284 glactate/kgMS). Toutefois en cas de co-fermentation 

d’ensilage de maïs avec une biomasse riche en acide lactique, la quantité d’acide lactique sera à analyser 

pour déterminer si un ajout d’acétate est nécessaire. Si la concentration en acide lactique est très forte 

(> 10 g/L) ou très faible (valeur seuil à déterminer), l’ajout d’acétate n’est pas recommandé, si la 

concentration en acide lactique est moyenne, l’ajout d’acétate pourrait améliorer la production H2 dans les 

conditions expérimentales testées.  

4.5. Mise en équation du métabolisme du lactate  

Les fermentations ont mis en évidence la consommation significative du lactate et le rôle de l’acétate lors de 

ce processus. L’objectif de cette partie est de proposer une équation décrivant la conversion du lactate et de 

l’acétate en butyrate, H2 et CO2. 

Pour établir cette équation, l’hypothèse de départ est de distinguer le métabolisme lié à la fermentation de 

la biomasse (métabolisme de la référence sans ajout de lactate) des variations de métabolismes liées à l’ajout 

de lactate et d’acétate (∆acide). Ainsi les productions de métabolites obtenues avec les fermentations de 

références (Cacide/réf) seront retranchées aux productions de métabolites obtenues avec les essais 

supplémentés en acides (Cacide) (Eq. 3.8) (tableau 11).  

∆𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒= 𝐶𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒 − 𝐶𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒/𝑟é𝑓 (Eq. 3.8) 
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Le tableau 11 présente les différences de production de métabolites lors des fermentations supplémentées 

en lactate et en acétate par rapport à la référence (triplicat de fermentations de l’ensilage de maïs congelé 

et broyé).  

Tableau 11 : Productions de métabolites et différences de productions de métabolites lors des fermentations 
supplémentées en lactate et en acétate par rapport à la référence. 

Lactate 
ajouté  

Acétate 
ajouté  

Lactate 
initial  

∆Lactate 
Butyrate 
produit  

∆Butyrate 
H2  

produit  
∆H2 

CO2 
produit  

∆CO2 

g/L g/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L 

0,0 0,0 13,3 0 26,8 0 90,3 0 107,9 0 

1,5 0,0 25,6 12,3 45,0 18,2 91,8 1,5 110,9 3,0 

2,7 0,0 28,5 15,1 38,0 11,2 113,1 22,8 134,4 26,4 

4,5 0,0 33,8 20,5 44,8 18,0 122,8 32,5 141,5 33,5 

7,4 0,0 53,8 40,4 68,0 41,2 133,4 43,1 151,0 43,1 

11,6 0,0 66,2 52,8 58,2 31,4 130,6 40,3 148,8 40,9 

7,4 3,0 64,9 51,6 77,7 50,9 149,6 59,3 172,1 64,1 

11,6 3,0 102,2 88,9 78,6 51,8 112,5 22,2 154,6 46,7 

11,6 4,5 109,7 96,4 90,2 63,4 118,6 28,3 157,6 49,7 

 

L’étape suivante permet de déterminer la quantité d’acétate consommée au cours de la réaction. En effet, 

la quantité d’acétate détectée dans le milieu réactionnel correspond à l’équilibre entre les voies de 

production et de consommation de l’acétate. Les autres métabolites ne posent pas ce problème, nous ferons 

l’approximation que ceux-ci sont soit uniquement consommés (lactate) soit uniquement produits (H2, CO2, 

butyrate). L’acétate servira donc de variable d’ajustement pour équilibrer les réactions qui se présenteront 

sous la forme (Eq. 3.9) :  

𝐴 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 + 𝐵 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 → 𝐶 𝑏𝑢𝑡𝑦𝑟𝑎𝑡𝑒 + 𝐷 𝐶𝑂2 + 𝐸 𝐻2 (𝐸𝑞 3.9) 

Avec A, B, C, D, E, les coefficients stœchiométriques à déterminer. 

La contribution des autres voies métaboliques sur la production d’H2 et de CO2 ne sera pas prise en compte 

puisqu’il a été montré que la production de propionate et d’éthanol par solvantogenèse est très faible 

comparativement aux métabolites évoqués précédemment.  

Les équations de co-fermentation du lactate sont calculées à partir des valeurs du tableau 11. Un bilan des 

atomes CHO est établi respectivement pour les réactifs (lactate) et les produits (butyrate, CO2, H2). Ce bilan 

permet de calculer entre les réactifs et les produits l’écart relatif aux atomes de carbone pour déduire le 

nombre de mole d’acétate qui réagit avec le lactate. Le bilan CHO est ensuite mis à jour en ajoutant l’acétate. 

Pour chaque condition expérimentale, une équation est proposée. Le tableau 12 présente les 8 équations 

obtenues pour la production de butyrate, de CO2 et d’H2 à partir de lactate et d’acétate (Eq 3.10 à Eq 3.17).  
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Tableau 12 : Equation-bilans obtenues pour la co-fermentation du lactate et de l’acétate exogènes lors de la fermentation obscure 
de l’ensilage de maïs par voie endogène. Les lignes surlignées en bleu seront utilisées pour calculées l’équation bilan de la 

conversion du lactate. 

Lactate 
ajouté 

Acétate 
ajouté 

Coefficients stœchiométriques 
Rendement en 

H2 

g/L g/L  Lactate Acétate → Butyrate CO2 H2   L/kgEM+Lac + Ac 

1,5   1 0,6  1,5 0,2 0,1  (Eq. 3.10) 30,2 ± 0,6 

2,7   1 0,9  0,7 1,7 1,5  (Eq. 3.11) 36,2 

4,5   1 1,1  0,9 1,6 1,6  (Eq. 3.12) 38,4 

7,4   1 1,1  1,0 1,1 1,1  (Eq. 3.13) 40,2 

11,6   1 0,1  0,6 0,8 0,8  (Eq. 3.14) 34,6 

7,4 3  1 1,1  1,0 1,2 1,2  (Eq. 3.15) 44,0 

11,6 3  1 0,1  0,7 0,5 0,3  (Eq. 3.16) 33,2 

11,6 4,5  1 0,1  0,6 0,5 0,2  (Eq. 3.17) 30,5 

 

La méthode utilisée permet d’équilibrer les équations Eq. 3.11 - Eq. 3.15 de manière satisfaisante, puisque 

que peu d’écart sont obtenus lors du bilan CHO des réactifs et des produits de la réaction. Les équations 

Eq. 3.10, Eq. 3.16, Eq. 3.17 présentent des excès d’atomes d’oxygène dans le bilan CHO des réactifs, ce qui 

impliquerait que de l’eau métabolique soit produite (Diez-Gonzalez et al., 1995; Hashsham et al., 2000; Juang 

et al., 2011; Matsumoto and Nishimura, 2007) ou que d’autres réactions ou phénomènes d’inhibitions 

interviennent pendant la fermentation.  

Au vu des stœchiométries obtenues qui sont variables, la quantité de lactate et d’acétate ajoutée semble 

avoir un impact sur les équilibres chimiques.  

A faible teneur en lactate ajouté (1,5 g/L), il semble que la production de butyrate soit favorisée (coefficient 

stœchiométrique du butyrate maximal : 1,5) par rapport à la production de gaz.  

Les fermentations à une teneur en lactate de 4,5 et 7,4 g/L (surlignées en bleu dans le tableau 12) et quel 

que soit l’ajout d’acétate, présentent des stœchiométries similaires. Le lactate et l’acétate sont consommés 

de manière quasi équimolaire. Le rendement cette voie est d’environ 1 molbutyrate/mollactate équivalent un 

rendement de production d’H2 supérieur à 1 molH2/molbutyrate. Un optimum correspondant à 

1,8 molH2/molbutyrate est obtenu pour une teneur en lactate de 4,5 g/L, ce qui est proche du rendement 

théorique en H2 par la voie du butyrate, produit à partir d’hexoses (2 molH2/molbutyrate). Le CO2 et l’H2 sont 

produits de manière équimolaire.  

Les fermentations avec une teneur en lactate ajoutée de 11,6 g/L présentent un plus petit coefficient au 

niveau de la stœchiométrie de l’acétate (0,1). En effet, la concentration en acétate lors de ces fermentations 

se stabilise alors que dans les autres fermentations, la concentration en acétate diminue en fin de test. 

L’explication la plus probable semble être une production d’acétate par d’autres voies métaboliques qui 
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compense la consommation de l’acétate lors de la fermentation du lactate. Ce constat est cohérent avec la 

réduction de la production d’H2 observée au cours de ces fermentations.  

Ainsi, l’équation de la co-fermentation du lactate et de l’acétate pour la production d’H2 est impactée par les 

teneurs initiales en substrat. Si la quantité de lactate est trop faible, aucune surproduction d’H2 n’est 

observable : la voie métabolique ne s’active pas. Si la quantité de lactate est trop importante des 

phénomènes d’inhibition sont observés (surproduction d’acétate sans co-production d’H2) et la production 

de CO2 devient plus importante que la production d’H2. Pour la suite, l’équation que nous proposons 

(Eq. 3.17) est obtenue en moyennant les équations des fermentations avec des teneurs en lactate comprises 

entre 4,5 g/L et 11,6 g/L.  

Lactate + 1,1 Acétate 
 
→  1 Butyrate +  1,3 𝐶𝑂2 + 1, 3 𝐻2  (𝐸𝑞. 3.17) 

Le tableau 13 présente les équations stœchiométriques pour la production d'H2 et de butyrate à partir de 

l'utilisation de lactate et d'acétate proposées dans la littérature. 

Tableau 13 : Equation de la réaction de co-fermentation du lactate et de l’acétate dans la littérature 

Coefficients stœchiométriques 
Référence 

Lactate Acétate → Butyrate CO2 H2 

1 0,43  0,7 1 0,57 Diez-Gonzalez et al., 1995 

1 0,4  0,7 1 0,6 Hashsham et al., 2000 

1 1  1 1,4 0,8 Hashsham et al., 2000 

1 0,5  0,75 1 0,5 Duncan et al., 2004 

1 0,5  0,75 1 0,5 Matsumoto et Nishimura, 2007 

1 0,5  0,83 0,75 0,5 Juang et al., 2011 

1 0,4  0,7 1 0,6 Grause et al., 2012 

1 0,16 - 0,42  0,65 - 0,71 0,36 - 0,7 0,09 - 0,47 Wu et al., 2012 

1 0,28  0,67 1,16 0,39 Blanco et al., 2019 

1 1,1  1 1,3 1,3 Cette étude 

 

D’après ces équations, il semblerait qu'environ 1 mol de lactate et 0,16 à 0,5 mole d'acétate permettent de 

produire 0,65 à 1 mole de butyrate, 0,36 à 1,4 mole de CO2 et 0,09 à 0,8 mole d'H2. Les équations sont assez 

variables puisqu’obtenues avec des teneurs en lactate et en acétate différentes avec ou sans source de 

carbone additionnelle (glucose ou sucres présents dans la biomasse).  

L’étude de Hashsham et al. (2000) à partir de glucose obtient l’équation la plus proche de la nôtre. En effet, 

les coefficients stœchiométriques de l’acétate, du butyrate et du CO2 sont très proches. De manière 

remarquable, les conditions que nous avons testées permettent d’obtenir une équation avec une production 

équimolaire d’H2 et de CO2 alors que dans la littérature consultée, le coefficient stœchiométrique du CO2 est 

systématiquement supérieur à celui de l’H2.  
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Enfin, aucune étude n’a proposé plusieurs équations en fonction de la teneur en lactate ajouté en réacteur 

en mode de fonctionnement batch ou semi-batch. Seule l’étude de Wu et al. (2012), en mode continu, 

montre l’effet du débit d’alimentation (218 - 83,5 gDCO/L/j) en lactate et en acétate avec un rapport massique 

de 3/1 sur la co-fermentation du lactate et de l’acétate. D’après les auteurs de cette étude, les équations 

obtenues sont moins favorables à la production d’H2 car obtenues en fermentation en mode continu.  

4.6. Mise en œuvre du lactate comme source de carbone unique  

Les résultats précédents ont montré que le lactate peut être utilisé comme substrat pour la production d’H2 

à partir d’une biomasse complexe via une co-fermentation avec l’acétate. L’objectif de cette partie est 

d’étudier l’effet du lactate sur une fermentation en substrat modèle (glucose) puis de tester le lactate comme 

source de carbone unique dans un milieu synthétique pour la production d’H2. Le milieu synthétique est 

constitué d’une solution de nutriments KH2PO4 (175 mg/L), (NH4)2SO4 (3,5 g/L), FeSO4·7H2O (250 mg/L), 

MgSO4·H2O (50 mg/L), NiCl2·6H2O (2 mg/L) à laquelle sont ajoutés la source de carbone (lactate, glucose) et 

l’acétate. Le milieu est inoculé avec un culot bactérien prélevé en fin de fermentation obscure de l’ensilage 

de maïs congelé et broyé (référence), car il a été montré que ce culot contient majoritairement des bactéries 

(Clostridium butyricum) capables de métaboliser le lactate (paragraphe 4.2.2).  

Le tableau 14 présente les combinaisons de sources de carbone testées ainsi que les performances de 

production d’H2 obtenues.  

Tableau 14 : Effet de la source de carbone sur la production d’H2 en milieu synthétique 

Substrat (g/L) Production Productivité maximale 
Rapport H2/CO2 

Glucose Lactate Acétate (mLH2/Lbioréacteur) (mLH2/L/h) 

5   825 199 0,64 

5 5  855 187 0,71 

 5  0 0 / 

 5 5 0 0 / 

 

Seules les fermentations utilisant le glucose (5 g/L) comme source de carbone produisent de l’H2. L’ajout de 

lactate (5 g/L) permet une légère augmentation de la production d’H2, non significative par rapport aux 

résultats précédents (4.3.1). La présence de lactate semble avoir cependant légèrement amélioré le rapport 

H2/CO2. Après 70 h, les fermentations Lactate et Lactate + Acétate n’ont donné lieu à aucune production d’H2, 

ce qui confirme que les bactéries de l’inoculum bactérien ne peuvent se développer et produire de l’H2 sans 

un apport minimum en monosaccharides.  

La figure 25 illustre l’impact de l’ajout de lactate sur le débit de production d’H2 extrait du bioréacteur et la 

concentration en métabolites dans le milieu réactionnel au cours du temps pour les fermentations de glucose 

en milieu synthétique.  
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Figure 25 : Débit de production d'H2 et concentrations en métabolites au cours de la fermentation de substrats modèles : 
glucose (5 g/L) (a) et glucose (5 g/L) + lactate (5 g/L) (b) et productions de métabolites (c). 

Lors de la fermentation avec le glucose seul, la production d’H2 est étroitement liée à la concentration en 

glucose dans le milieu : pendant une phase de latence d’environ 19 h, aucune production significative d’H2 

n’est observée et le glucose est peu consommé. La consommation du glucose est associée à une production 

d’H2 et de métabolites (acétate et éthanol). Dès que les sucres sont totalement consommés, l’activité 

métabolique ralentit considérablement : les concentrations en métabolites se stabilisent à l’exception de 

l’éthanol qui continue de s’accumuler dans le milieu réactionnel.  

L’ajout de lactate modifie le métabolisme. En début de fermentation, une partie du lactate est consommée 

donnant lieu à une production de propionate, de butyrate et d’acétate. Pendant la phase de production d’H2, 

le glucose est converti en lactate, acétate et éthanol. En fin de fermentation, le lactate est à nouveau 

consommé partiellement pour produire du butyrate et du propionate, les concentrations en acétate et en 

éthanol restent stables. Ainsi, on remarque que la consommation du lactate en début et fin de test produit 

du butyrate et de l’H2, ce dernier étant consommé pour produire du propionate. Ce fait peut expliquer 

l’absence d’augmentation du potentiel de production d’H2 malgré la consommation du lactate. Saady (2013) 

suggère également que le lactate peut être converti en propionate. Cette réaction consomme le NADH qui 

est utilisé comme donneur d’électrons pour la production d’H2 via la formation de ferrédoxine sous forme 

réduite ou de formiate. 

La présence du lactate semble réduire la solvantogenèse dont l’activité est moins marquée en fin 

d’expérience. Cette information est cohérente avec les observations des expériences précédentes et la 

littérature (Baghchehsaraee et al., 2009). Ainsi, il apparaît que l’ajout exogène de lactate complexifie le 
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métabolisme de la fermentation mais ne réduit pas la production d’H2. D’après la figure 25c, l’inoculum 

bactérien produit de l’H2 à partir du glucose par la voie de l’acétate. Les faibles teneurs en acétate et butyrate 

obtenues par rapport à la production d’H2 suggèrent une production efficace avec très peu 

d’homoacétogenèse et qui n’est quasiment pas impactée par l’ajout de lactate comme le suggèrent les 

rapports molaires 
𝐻2

2(𝐵+𝐴)
 respectivement de 1,07 et 0,87, qui sont proches de 1.  

Dans la littérature, plusieurs études montrent que, dans un milieu empirique (peptone, tryptone, extrait de 

levure), l’ajout d’une source de carbone supplémentaire au lactate permet d’obtenir une production d’H2 

associée à l’utilisation du lactate (Baghchehsaraee et al., 2009 ; Grause et al., 2012 ; Matsumoto et Nishimura, 

2007 ; Ohnishi et al., 2012). Grause et al. (2012) mettent en œuvre la co-fermentation du lactate (18 g/L) et 

de l’acétate (1,2 g/L) additionné de peptone (2 g/L), d’extrait de levure (2 g/L) et d’une dose de glucose 

(1,2 g/L) en début de fermentation pour stimuler la croissance bactérienne. Matsumoto et Nishimura (2007) 

montrent que l’ajout de lactate (3 g/L) permet d’augmenter le potentiel de production d’H2 d’un milieu 

complexe (tryptone (5 g/L) et extrait de levure (5 g/L)) par Clostridium diolis (+30 %). Ohnishi et al. (2012) 

effectuent également la fermentation de lactate en batch séquentiel dans un milieu complexe (tryptone 

(5 g/L) et extrait de levure (3g/L)). Le premier batch de la séquence ne donne pas lieu à une production de 

gaz significative mais permet d’enrichir le consortium en bactéries fermentant le lactate puisque des 

productions d’H2 sont obtenues lors des séquences suivantes. La bactérie identifiée, fermentant le lactate, 

est apparentée à Megasphaera elsdenii. L’analyse des métabolites montre que son métabolisme est très 

différent de celui de notre étude puisque des teneurs importantes en acétate, propionate et en butyrate sont 

obtenues, métabolisme proche de celui qui est observé en début et fin de test. Ohnishi et al. (2012) isolent 

également une bactérie du genre Clostridium apparentée à C. sporogenes qui n’est pas capable d’utiliser le 

lactate. En effet, la bactérie produit un volume d’H2 qui résulte de la fermentation des éléments contenus 

dans le tryptone et l’extrait de levure du milieu.  

Dans notre cas, l’analyse du milieu réactionnel des fermentations sans glucose ne montre pas de conversion 

significative du lactate en butyrate au cours des 70 h de fermentation. Ces résultats sont cohérents avec les 

études de Baghchehsaraee et al. (2009) et Logan et al. (2002) qui obtiennent des productions d’H2 très faibles 

(2,5 – 3,2 mLH2/glactate) avec le lactate comme unique source de carbone.  

En milieu empirique, Matsumoto et Nishimura (2007) observent une production quasiment quadruplée en 

ajoutant simultanément de l’acétate (3 g/L) et du lactate (3 g/L) par rapport à l’ajout de lactate seul grâce à 

la bactérie Clostridium diolis. D’après Detman et al. (2019), la bactérie Clostridium butyricum serait capable 

de convertir le lactate en butyrate en présence d’acétate et sans sucre dans le milieu réactionnel. Toutefois, 

l’absence d’analyse des gaz dans cette étude ne permet pas d’évaluer le potentiel H2.  

Au terme de cette revue de la littérature, plusieurs éléments pourraient expliquer l’utilisation très incomplète 

du lactate et ses effets très modérés sur la production d’H2.  



 Chapitre 3 

117 
 

Tout d’abord, les temps de fermentation sur substrat modèle (40 h-70 h), dans notre étude, sont plus courts 

par rapport à la littérature mais par rapport à la biomasse d’ensilage, les durées de fermentation sont plus 

longues. En effet, Detman et al. (2019) observent la conversion du lactate au terme d’une fermentation de 

9 jours avec un temps de latence très différents de ceux usuellement observés en fermentation obscure ; et 

Grause et al. (2012) notent un temps de latence d’environ 20 h entre les deux phases de production i.e. pour 

le changement de sources de carbone (du glucose vers lactate), ce qui pourrait expliquer la diminution de la 

concentration en lactate observée entre 30 et 45 h (figure 25). 

L’utilisation d’une source de carbone complémentaire au lactate pourrait avoir un impact sur le métabolisme 

et les consortia de la fermentation. Comme nous l’avons vu, plusieurs études utilisent des substrats 

empiriques (peptone, tryptone et extrait de levure) contenant des éléments (peptides, sucres) qui 

permettent de favoriser le développement bactérien et le démarrage de la fermentation ce qui est crucial 

pour la production d’H2.  

Les consortia utilisés comme inoculum bactérien pour les fermentations pourraient également être impliqués 

dans la métabolisation partielle du lactate. L’ensilage de maïs et le milieu synthétique glucose sont très 

différents en termes de composition et de biodisponibilité des sucres, ce changement allonge grandement 

le temps de latence (19 h), suggérant un temps « d’adaptation » plus long des consortia bactériens au milieu 

réactionnel contenant un sucre simple. En effet, dans l’ensilage de maïs, peu de sucres solubles sont 

initialement présents et une hydrolyse est nécessaire pour avoir accès au substrat alors que dans le milieu 

synthétique, une quantité importante de glucose est disponible pour le consortium, ce qui pourrait favoriser 

l’émergence de genres bactériens consommateurs de glucose (équation 3.18 d’après McDonald, 1982 ; 

Teixeira Franco et al., 2016) et qui ne sont pas capables de métaboliser le lactate notamment les 

Enterobacteriaceae ou d’orienter le métabolisme vers d’autres voies ne permettant pas la dégradation du 

lactate et/ou favorisant la production de propionate. 

2 𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 → 2 𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 + 1 𝐴𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 +  1 𝐸𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 + 2 𝐶𝑂2  (𝐸𝑞 3.18) 

Contrairement à l’étude menée sur l’ajout de lactate sur la biomasse ensilée, les conditions expérimentales 

testées (composition du milieu réactionnel et temps de fermentation) et les consortia bactériens utilisés ne 

permettent donc pas d’obtenir un effet de surproduction d’H2 par ajout de lactate lors de fermentation en 

milieu synthétique. Les fermentations en milieu synthétique ont montré des métabolismes différents par 

rapport aux expériences en substrat réel : production d’H2 par la voie de l’acétate et production massive 

d’éthanol. L’ajout de lactate au milieu contenant du glucose a provoqué des variations sur le métabolisme 

global sans impact positif ou négatif sur la production d’H2 mais avec un impact sur le métabolisme avec des 

productions de butyrate et de propionate. Ainsi la potentielle production d’H2 est annulée par la 

consommation d’H2 pour la production de propionate. Notons que sans glucose dans le milieu réactionnel, 

aucune production d’H2 n’a été détectée.  
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4.7. Conclusion sur le rôle du lactate dans la production d’hydrogène lors de la 

fermentation endogène d’ensilage de maïs 

Nous avons pu montrer que le métabolisme de la fermentation est étroitement lié aux substrats 

(monosaccharides, sucres hydrolysés, lactate) qui sont successivement fermentés en fonction de leur nature 

(sucres ou acide) et de leur accessibilité (soluble ou à hydrolyser). Lors de la fermentation d’ensilage de maïs, 

un métabolisme favorable à la production d’H2 dont une bactérie identifiée comme une Clostridium 

butyricum serait largement contributrice. En accord avec la littérature, il a été montré que cette bactérie 

présenterait une activité hydrolytique (libération de glucose au cours de la fermentation) (Hu et al., 2013 ; 

Jungermann et al., 1973 ; Obanda et al., 2020) et serait capable de fermenter le lactate pour produire de l’H2 

(Detman et al., 2019 ; Diez-Gonzalez et al., 1995 ; Hu et al., 2013).  

Nous montrons qu’en fonction de la concentration en lactate, l’équation résultante diffère pour la biomasse 

complexe. La co-fermentation du lactate et de l’acétate est optimale pour la production d’H2 avec des teneurs 

en lactate ajoutées de 4,5 à 7,4 g/L (Eq. 3.17) soit des teneurs totales initiales de 5,9 et 8,8 g/L.  

Lactate + 1,1 Acétate 
 
→  1 Butyrate +  1,3 𝐶𝑂2 + 1, 3 𝐻2 (𝐸𝑞 3.17) 

Ces travaux ont également démontré que la présence de lactate dans la biomasse d’ensilage de maïs a un 

impact sur le métabolisme de la fermentation obscure en favorisant la production de H2 par la voie du 

butyrate et sur les consortia bactériens en renforçant l’abondance d’une bactérie affiliée à Clostridium 

butyricum dans le milieu réactionnel. La conversion hydrogénogène du lactate en butyrate fait également 

intervenir un co-substrat (acétate) dont la présence est cruciale pour augmenter le taux de consommation 

du lactate. La fermentation du lactate a été possible grâce au maintien de conditions d’acidité (pH > 5,5) qui 

sont favorables à la présence des acides sous formes dissociés (lactate et acétate). En effet, à pH faible et au 

cours du stockage dans le silo (pH < 4,5), les Clostridia sont inhibées par la présence d’acide lactique alors 

que dans le bioréacteur, à pH plus élevé, nous avons montré que ces bactéries sont capables d’utiliser le 

lactate comme source de carbone pour croître et produire de l’H2.  

Enfin, nous avons tenté d’approfondir les mécanismes de consommation du lactate lors d’expériences avec 

des substrats modèles en utilisant le lactate comme source de carbone seule ou comme co-substrat avec le 

glucose. Les conditions expérimentales testées et le consortium bactérien utilisé n’ont pas permis d’obtenir 

de surproduction d’H2 liée à la présence du lactate, compensée par l’utilisation du substrat pour la production 

d’éthanol.  

5. Conclusion  

Au terme de ce chapitre, nous avons montré la possibilité de produire de l’H2 par voie fermentaire endogène 

à partir de deux biomasses ensilées : l’ensilage de maïs et l’ensilage de seigle. La caractérisation des 

biomasses a mis en évidence une fraction importante d’amidon dans l’ensilage de maïs et un taux de matière 

azotée favorable à la fermentation dans l’ensilage de seigle. Une série de fermentation a permis d’obtenir 
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des premières valeurs du potentiel de production d’H2 des biomasses sans prétraitement ni inoculum externe 

soulignant l’émergence de bactéries productrices d’H2 présentes dans la flore de l’ensilage riche en bactéries 

lactiques. La mise en place de prétraitements mécanique, thermique ou chimique afin d’augmenter la 

matière métabolisable soluble pourrait permettre d’augmenter la production d’H2 des biomasses. 

Parmi les deux lots d’ensilage de maïs testés, nous avons relevé des productions d’H2 variables 

(535 ± 2 mLH2/Lbioréacteur et 970 ± 93 mLH2/Lbioréacteur) mais des métabolismes assez similaires lors de la 

fermentation. Concernant les lots d’ensilage de seigle, les rendements de productions obtenus étaient 

similaires (14,4 LH2/kgMS) mais les cinétiques de fermentations étaient très différentes, celle du lot 1 

caractérisée par une productivité maximale élevée est remarquable. Enfin, la fermentation obscure de ces 

biomasses ensilées a permis de mettre en évidence la consommation du lactate produit pendant la 

fermentation lactique de l’ensilage. Ce fait expérimental a motivé une étude approfondie du métabolisme 

de la fermentation obscure de l’ensilage de maïs et du rôle du lactate au cours de la production d’H2 par voie 

fermentaire. 

Lors de cette étude, nous avons mis en évidence la présence de plusieurs substrats dans la biomasse 

d’ensilage de maïs (monosaccharides, sucres hydrolysés, lactate) qui sont successivement métabolisés selon 

des critères d’efficience liés à la nature de la molécule et à son accessibilité. La consommation de ces 

différents substrats impacte le métabolisme de la fermentation obscure globale et les consortia bactériens 

producteurs d’H2. 

Les travaux sur l’ajout du lactate au milieu réactionnel confirment ce constat. En effet, selon la teneur ajoutée 

en lactate dans le milieu réactionnel, des variations du métabolisme et des consortia sont observés avec 

notamment une augmentation de la production de butyrate et de l’abondance en Clostridii. Nous avons 

montré que la conversion hydrogénogène du lactate en butyrate fait également intervenir l’acétate comme 

co-substrat, ce qui confirme les données de la littérature. 

Ainsi, les biomasses ensilées sont des biomasses complexes pour la fermentation obscure tant par leurs 

compositions en substrats potentiels pour la production d’H2 (acide lactique, monosaccharides, sucres 

hydrolysables) que par la diversité des bactéries de leur flore endogène de laquelle émergent les bactéries 

productrices d’H2. 
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 Impact de l’aération passive et active de l’ensilage de maïs 

sur la production d’hydrogène 
 

Après avoir présenté les biomasses et leurs spécificités lors de la fermentation obscure, ce chapitre aborde 

une dimension plus pratique de la mise en œuvre de la fermentation à savoir les phénomènes pouvant 

intervenir pendant le stockage et le transport de la biomasse vers le bioréacteur et qui peuvent 

potentiellement impacter la production d’H2 par fermentation endogène.  

Tout d’abord, nous nous intéresserons à la dégradation aérobie de l’ensilage de maïs en fonction du temps 

de stockage, ce phénomène peut en eff et altérer la qualité de l’ensilage. Puis, nous proposerons un mode 

de stabilisation de la biomasse tout en analysant les impacts de ce mode de stockage (congélation) sur les 

caractéristiques de la fermentation. En effet, la stabilisation de la biomasse à des fins expérimentales est 

nécessaire pour pouvoir mesurer l’impact d’un traitement sur les performances de production d’H2. Enfin, 

une étude sur l’aération active de la biomasse sera conduite pour comprendre les mécanismes de la 

dégradation aérobie de l’ensilage.  

1. La dégradation aérobie de l’ensilage de maïs 

1.1. Contexte de l’étude 

Comme déjà décrit dans le chapitre I, l’ensilage de la biomasse repose sur une fermentation lactique en 

condition anaérobie qui permet d’inhiber les enzymes et les organismes capables de dégrader la biomasse 

(Weinberg et Ashbell, 2003). Le maintien de l’anaérobie dans le silo est crucial pour la préservation de la 

biomasse a fortiori après l'ouverture du silo. L’exposition à l'air entraîne des changements métaboliques et 

microbiens dans la flore de l'ensilage, par exemple, la consommation d'acide lactique et le développement 

de moisissures et levures. Sur le long terme, les phénomènes d'aération impactent négativement la qualité 

et la sécurité sanitaire de l'ensilage pour les animaux et le rendement en biogaz (Driehuis, 2013 ; Teixeira 

Franco et al., 2016). 

Comme démontré dans le chapitre III de notre étude, nous avons tiré profit des réactions biochimiques qui 

se produisent lors de l'ensilage et de la diversité microbienne de la biomasse pour mettre en place une 

fermentation productrice d'H2 (fermentation obscure) à partir des microorganismes endogènes à la 

biomasse. On peut s’attendre à pouvoir bénéficier de l'alternance des conditions anaérobies et aérobies de 

la biomasse. En effet, les bactéries productrices d'H2 sont des bactéries sporulantes, qui peuvent résister aux 

stress environnementaux, y compris à l'exposition à l'air (Bundhoo et al., 2015). Par conséquent, les bactéries 

productrices d'H2 pourraient être sélectionnées parmi la diversité microbienne présente dans l'ensilage de 

maïs. À l'inverse, les microorganismes aérobies pourraient ne pas proliférer pendant la fermentation obscure 

et les microorganismes anaérobies indésirables seront potentiellement inhibés lors de l'exposition à l'air 

d'ensilage. 
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Afin d’appréhender l’effet de la dégradation aérobie sur le potentiel de production d’H2 de l’ensilage de maïs, 

la biomasse est stockée dans un premier temps de stockage à 4°C pour ralentir le phénomène de dégradation 

et avoir la possibilité de réaliser les fermentations en duplicata. De plus, nous effectuerons deux types 

d’analyses pour caractériser la dégradation aérobie et son impact sur la fermentation obscure :  

 des analyses avant fermentation obscure : analyse de la composition initiale de la biomasse en 

métabolites et identification des espèces microbiennes présentes ; 

 des analyses pendant la fermentation obscure : analyse des populations microbiennes présentes en 

cours de fermentation et de leur métabolisme.  

Notre objectif sera dans un premier temps de montrer la présence de biomarqueurs de la dégradation 

aérobie de l’ensilage puis d’apporter des éléments pour expliquer les variations de potentiel de production 

d’H2 par fermentation endogène de la biomasse exposée à l’air. Nous apporterons des résultats notamment 

sur les modifications biochimiques et microbiologiques de l’ensilage de maïs pour déterminer dans quelle 

mesure les différences observées en performance de production d’H2 proviennent de la dégradation de la 

biomasse ayant pour conséquence une biodisponibilité inférieure ou supérieure en substrat. Nous essaierons 

de répondre au questionnement suivant :  

 Est-ce que les communautés bactériennes initiales sont modifiées, donnant lieu à une sélection 

d’espèces bactériennes à plus fort ou faible rendement ou productivité en H2 ? 

 Est-ce que la biomasse bactérienne, présente au départ et potentiellement productrice d’H2, s’est 

adaptée à la biomasse exposée à l’air et à sa composition ?  

1.2. Potentiel de production d’hydrogène de l’ensilage de maïs stocké 

à 4°C (lot 1)  

L'ensilage de maïs collecté a été stocké dans des flacons en plastique avec un grand volume d’air pour assurer 

l'exposition à l'air de l'ensilage. Les flacons ont été conservés à 4°C pour retarder la dégradation, puis la 

biomasse a été retirée au fur et à mesure pour tester son potentiel H2 par fermentation endogène. 

Pour rappel, les fermentations réalisées à l'obscurité et dans un réacteur semi-batch de 1 L mettent en œuvre 

700 mL d'ensilage de maïs (71,5 g/L) dilué dans l'eau de l’Eurométropole de Strasbourg. Le pH ajusté à 7,0 

est maintenu au-dessus de 5,5 avec une solution de NaOH pendant la fermentation. Aucune solution de 

nutriment ou inoculum bactérien n'a été ajouté au milieu réactionnel du bioréacteur. L'analyse 

microbiologique des consortia bactériens prélevés dans le bioréacteur est effectuée par séquençage ADN, au 

début et pendant l'expérience de fermentation. 

Une première série d’expériences a été réalisée pour tester le potentiel H2 de l'ensilage de maïs frais, sans 

aucun prétraitement. Dix jours après la réception de la biomasse, une production d'H2 de 

535 ± 2 mLH2/Lbioréacteur et une productivité maximale de 41 ± 13 mLH2/Lbioréacteur/h ont été obtenues 
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(Chapitre III, paragraphe 3.1). Le potentiel de production d’H2 de la biomasse est ensuite testé en fonction 

de la durée de stockage à 4°C.  

La figure 26 présente les productions cumulées d’H2 aux différents temps de stockage testés qui 

s’échelonnent de 10 jours après réception de la biomasse à 220 jours (date de l’épuisement de la biomasse 

dans le flacon de stockage).  

 

Figure 26 : Influence de l’exposition à l’air de la biomasse d’ensilage de maïs au cours de son stockage à 4°C pendant 10 
jours, 70 jours, 140 jours, 213 jours et 220 jours sur la production d’hydrogène cumulée (les barres d’erreur rendent 
compte de la variabilité, n = 2). 

Le potentiel de production d’H2 cumulée augmente jusqu’à 140 jours puis diminue au-delà. De façon 

remarquable, on observe que le potentiel de production d’H2 après 220 jours d’exposition à l’air à 4°C est 

proche de celui de la biomasse fraîchement reçue (10 jours). Notons que des barres d’erreurs importantes 

sont observées pour la fermentation de la biomasse exposée à l’air pendant 70 jours, celles-ci s’expliquent 

par des cinétiques de fermentation différentes entre les deux réplicats mais qui n’impactent pas le volume 

final d’H2 produit. Le tableau 15 présente les paramètres de performances de production d’H2 et de 

l’équation de Gompertz en fonction du temps de stockage de la biomasse d’ensilage de maïs à 4°C exposée 

à l’air.  

Tableau 15 : Impact de l’exposition à l’air de la biomasse au cours de son stockage à 4°C sur les paramètres de 
performance et de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure de l’ensilage de maïs. 

Temps de stockage Production H2 Rendement H2 Productivité Latence (λ) Rapport 
H2/CO2 (jours) mLH2/Lbioréacteur LH2/kgMS molH2/molhsucres mLH2/L/h (h) 

10 535 ± 2 22,5 ± 0,2 0,21 ± 0,01 41 ± 13 7,6 ± 1,1 0,48 ± 0,0 

70 920 ± 25 38,1 ± 1,0 0,36 ± 0,02 128 ± 21 7,4 ± 0,2 0,62 ± 0,0 

140 1037 ± 38 43,7 ± 1,6 0,40 ± 0,02 115 ± 25 8,4 ± 2,6 0,89 ± 0,04 

213 857 36,2 0,33 66 11,4 0,45 

220 517 ± 10 21,8 ± 0,4 0,20 ± 0,01 49 ± 2 6,3 ± 0,4 0,37 ± 0,01 
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Avec exposition à l'air et stockage à 4°C, la production cumulée d'H2 augmente et atteint un optimum à 

140 jours de 1037 ± 38 mLH2/Lbioréacteur (+93 % par rapport à la référence), soit un rendement moyen de 

43,7 LH2/kgMS (MS correspondant aux matières sèches de la biomasse à 10 jours) équivalent à 

0,40 molH2/molsucres (+95 % par rapport à la référence). À 220 jours, le potentiel de production d’H2 chute pour 

atteindre une production similaire à celle obtenue lors de la réception de la biomasse. Notons également 

que la productivité maximale et le rapport molaire H2/CO2 suivent une tendance similaire à la production 

cumulée d’H2. La productivité d’H2 par rapport au test de référence est plus que doublée entre 70 jours et 

140 jours de stockage (115 ± 25 mLH2/Lbioréacteur/h soit +180 %) alors que le rapport molaire H2/CO2 est presque 

doublé (+85 %) à 140 jours. Les temps de latence sont variables et ne semblent pas corrélés avec les durées 

d’exposition à l’air. Ainsi, quel que soit le temps de stockage à 4°C, les performances de production d’H2 sont 

a minima maintenues sur 220 jours. 

La figure 27 résume l’effet de l’exposition à l’air à une température de 4°C de la biomasse d’ensilage de maïs 

sur les paramètres clés de la production d’H2 en mode semi-batch.  

 

Figure 27 : Évolution de la production totale d’H2 (a), de la productivité maximale (b) et du rapport molaire H2/CO2 (c) en fonction du 
temps de stockage de l’ensilage de maïs à 4°C. 

Cette figure fait apparaître une corrélation entre la production d’H2, la productivité maximale d’H2 et le 

rapport molaire H2/CO2. Ces paramètres semblent suivre une tendance parabolique par rapport au temps 

d’exposition à l’air à 4°C et dont les optima se situeraient à environ 120 jours - 140 jours de stockage. Ainsi, 

l’exposition à l’air à 4°C intensifie significativement la production d’H2 de la biomasse d’ensilage de maïs.  

1.3. Caractérisation de la biomasse et des consortia initiaux 

La figure 28 présente la composition du milieu réactionnel avant fermentation en fonction du temps de 

stockage de la biomasse. Un échantillon de biomasse congelée est utilisé comme référence sous l’hypothèse 

que la congélation n’induit pas de modification de la biomasse (phénomène d’hydrolyse et de dégradation).  
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Figure 28 : Évolution de la composition en métabolites initiaux et du pH initial du milieu réactionnel de la fermentation 
obscure d’ensilage de maïs stocké à 4°C en fonction de la durée d’exposition à l’air. 

Le milieu réactionnel de référence est à un pH de 4,4 et est riche en acide lactique comme en acide acétique. 

Le rapport molaire de ces deux acides est de 1,5 indiquant une fermentation lactique effectuée par des 

bactéries hétérofermentaires (Kung et al., 2018). Parmi les autres métabolites, notons la présence marquée 

d’éthanol qui témoigne d’une fermentation alcoolique dans la biomasse, et d’acide formique à une teneur 

moindre (1,0 mmol/L). Le milieu réactionnel de l’ensilage à 10 jours est très similaire à celui de la référence, 

le pH (4,4 - 4,5) et le ratio molaire lactique/acétique (1,4 - 1,5) sont très proches. Notons toutefois que 

l’échantillon à 10 jours contient de l’acide butyrique et des acides en plus grande quantité, ce qui signifie que 

la fermentation de l’ensilage se poursuit à 4°C. Cette tendance est confirmée par l’analyse de la composition 

de l’échantillon à 70 jours. En effet, les concentrations d’acide lactique et d’acide acétique sont légèrement 

supérieures par rapport à celles correspondantes à 10 jours et le pH a légèrement diminué (de 4,5 à 4,2). Le 

changement de composition du milieu est très marqué entre 70 jours et 140 jours : le milieu réactionnel s’est 

appauvri en éthanol et en acides organiques et le pH est nettement plus élevé (6,4). La neutralisation du 

milieu et la consommation des acides organiques présents dans la biomasse se poursuivent après 140 jours. 

En effet, à 213 jours et 220 jours, la teneur en acides dans le milieu initial est inférieure à 1 mmol/L et le pH 

est supérieur à 7,5.  

Ainsi, par l’analyse de la composition en acides organiques et en alcools dans le milieu avant fermentation, 

on note que des changements importants sur la biomasse de départ ont eu lieu au cours du stockage de 

l’ensilage de maïs en aérobie, qui ont conduit à la neutralisation du milieu par la consommation des acides.  

Afin de vérifier si l’étude des consortia de la biomasse pendant le stockage permettrait d’expliquer ces 

variations, l’ADN de deux échantillons de biomasse stockés respectivement à 140 jours et 220 jours à 4°C a 

été extrait, séquencé et quantifié pour étudier l’impact du temps de stockage sur la flore endogène de la 

biomasse avant fermentation. Un échantillon de biomasse congelée sera utilisé comme référence. La figure 
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29 présente l’évolution des différentes espèces procaryotes et eucaryotes dans l’ensilage de maïs avant 

fermentation.  

 

Figure 29 : Principales espèces de bactéries et de levures présentes dans l’ensilage de maïs avant fermentation obscure 
en fonction de la durée de stockage à 4°C et analyse du nombre de copies du gène d’ARNr 16S (bactéries) et d’ARNr 18S 
(levures) par qPCR ; les données de qPCR sont représentées en échelle logarithmique. 

Le taxon majoritaire dans les échantillons initiaux (avant fermentation) est assimilé au genre Lactobacillus ; 

les autres taxons identifiés (Pediococcus ethanolidurans et Leuconostoc lactis) font partie des bactéries 

lactiques. Suivant la durée de stockage, des différences en termes d’abondance sont observées.  

La référence présente une abondance de bactéries lactiques parmi lesquelles sont identifiées les Lactobacilli 

(65,6 %) accompagnées des Leuconostoc (18,1 %) - des bactéries prédominantes dans la flore épiphytique du 

maïs (Gharechahi et al., 2017) et présentes dans l’ensilage de maïs surtout en début de fermentation lactique 

(Fessard, 2017). L’identité des bactéries lactiques présentes dans la biomasse est cohérente avec la 

composition de la biomasse en métabolites. En effet, Leuconostoc Lactis, L. plantarum et L. brevis sont des 

bactéries hétérofermentatives, facultatives pour L. plantarum. Ces microorganismes sont capables de 

convertir leur substrat en un mélange d’acides lactique et acétique. L. brevis peut également métaboliser les 

sucres en éthanol (De Vos et al., 2009). Parmi les eucaryotes, la levure Kazachstania exigua est majoritaire 

(91 %) dans l’échantillon de référence. Cette levure a été identifiée comme espèce majoritaire dans des 
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ensilages de maïs exposés à l’air (Dolci et al., 2011), ce qui n’est pas le cas avec une abondance relative de 

10 % dans les ensilages de maïs stockés en anaérobie stricte selon Santos et al. (2017).  

Malgré les changements de conditions dans l’ensilage stocké durant 140 jours, le séquençage des 

procaryotes montre un profil d’abondance relative assez similaire : l’échantillon est largement dominé par 

les bactéries lactiques (84 % dans l’échantillon de référence et 94 % à 140 jours) et la diversité des bactéries 

est réduite. D’après les données de qPCR, le nombre de copies de gènes a été multiplié par 10 environ par 

rapport à la référence, ce qui témoigne d’une activité microbienne dans la biomasse. Au niveau des levures, 

la variation est notable, la levure Pichia fermentans est l’espèce majoritaire (95 %) dans l’échantillons à 

140 jours et la qPCR révèle une large prolifération des eucaryotes (x 286). Pichia fermantans est une levure 

sensible à l’anaérobie, capable d’assimiler le lactate (Pahlow et al., 2003). Suite à l’exposition de la biomasse 

à l’air, il est très probable que cette levure initie la consommation des acides, la neutralisation du pH et 

d’autres phénomènes (hydrolyse et dégradation de la biomasse) améliorant le potentiel H2 de la biomasse. 

Ces eucaryotes anaérobies facultatifs et résistants à l’acidité ont déjà été observés dans l’ensilage de maïs 

(Santos et al., 2017) et sont considérés comme des initiateurs de la détérioration aérobie de l’ensilage 

(Pahlow et al.2003 ; Borreani et al., 2014). Si Pichia fermentans est capable d’assimiler une grande diversité 

de monosaccharides (Caputo et al., 2012 ; Prabhu et al., 2020) notamment le xylose que l’on retrouve dans 

l’ensilage de maïs, il existe peu d’information dans la littérature sur l’activité hydrolytique de cette levure. À 

notre connaissance, seul Utama et al. (2019) ont rapporté l’existence d’une levure, identifiée avec 100 % 

d’homologie à Pichia fermantans, capable de dégrader la cellulose du chou chinois. 

Une modification des consortia bactériens de l’ensilage de maïs a lieu entre 140 jours et 220 jours de stockage 

comme l’indique les données de qPCR (x 226) et conduit à une diversification des espèces bactériennes. À 

220 jours de stockage, les bactéries lactiques restent toujours majoritaires, parmi elles, les Lactobacilli (41 % 

d’abondance) sont les plus nombreux. La proportion de L. plantarum et L. brevis se réduit respectivement de 

36 % à 11 % et de 49 % à 17 % au profit de L. paracasei (11 %), de Pediococcus ethanolidurans (18 %) et de 

Paenibacillus spp. (17 %). La présence de ces deux dernières espèces est tout à fait remarquable puisqu’elle 

découle directement de la neutralisation du pH consécutive à l’action des levures. En effet, le pH optimal de 

croissance de ces bactéries est respectivement compris entre 5-6 et 6-8, des valeurs largement supérieures 

au pH de l’ensilage de maïs (Tohno et al., 2016 ; Wang et al., 2019). Notons que Pediococcus ethanolidurans 

(18 %) est une bactérie lactique homofermentative (De Vos et al., 2009), déjà identifiée dans la flore 

épiphytique du maïs (Ávila et Carvalho, 2020) et dans l’ensilage de plantes fourragères (De Vos et al., 2009), 

capable de se développer au début de la mise en silo des végétaux, à des températures fraîches (Wang et al., 

2019). Paenibacillus (17 %) est signalé dans de nombreuses études de l’ensilage de maïs (Borreani et al., 

2013 ; Driehuis, 2013 ; Drouin et al., 2019 ; Guan et al., 2018 ; Shi et al., 2010 ; Tohno et al., 2016 ; Xu et al., 

2018). Les bactéries appartenant à ce genre sont anaérobies facultatives et connues grâce à leurs enzymes 

extracellulaires (xylanases) capables de dégrader les polysaccharides (Grady et al., 2016 ; Shi et al., 2010) ; 
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elles seraient aussi à l’origine de synergies avec les Lactobacillus (Xu et al., 2018). La présence de 

Paenibaccillus, classée comme genre de bactéries sporulantes est considérée comme un marqueur typique 

de l’aération de l’ensilage et de l’augmentation du pH (Borreani et al., 2013).  

Notons enfin la présence du genre Microbispora (8,5 % d’abondance) correspondant à des bactéries 

sporulantes présentes dans le sol, capables d’utiliser le lactate et l’arabinose comme source de carbone mais 

incapables d’hydrolyser l’amidon (Miyadoh et al., 1990). Le pH du milieu réactionnel à 220 jours correspond 

à la gamme de pH favorable de Microbispora rosea (Franco, 2015). Le rôle de cette bactérie dans la 

fermentation lactique ou obscure ne semble pas avoir été documenté pour l’instant.  

Au niveau des eucaryotes, la croissance microbienne augmente encore à 220 jours (x 30) et les populations 

se diversifient avec l’apparition de Penicillium (17 %) et dans une moindre mesure de Ceuthospora. 

Penicillium est un champignon filamenteux capable d’hydrolyser les structures lignocellulosiques grâce à un 

arsenal d’enzymes diversifiées qui jouent un rôle prépondérant dans la dégradation de la matière organique 

(de Almeida Antunes Ferraz et al., 2018 ; Naraian et Gautam, 2018). Penicillium produit également des 

substances antimicrobiennes qui pourraient inhiber le développement des bactéries de la fermentation 

obscure (Kumar et al., 2018). Drouin et al. (2021) mettent en évidence l’augmentation de l’abondance de 

Penicillium et l’augmentation de la concentration en mycotoxines (Deoxynivalenol et Roquefortine C) au 

cours de l’aération de l’ensilage de maïs. La Roquefortine C agit comme un bactériostatique sur les bactéries 

à gram positif (Kopp-Holtwiesche et Rehm, 1990). Jeong et al. (2010) ont observé des effets négatifs de la 

Deoxynivalenol sur le métabolisme de la fermentation de consortia provenant du rumen de bovins lors de la 

production de gaz et d’acides organiques. 

Ainsi, à partir de ces éléments, la présence à 220 jours de microorganismes à activité hydrolytique tels que 

le champignon Penicillium et la bactérie du genre Paenibaccillus pourrait être à l’origine de la réduction du 

potentiel H2 de la biomasse en libérant et en consommant des sucres provenant des parois végétales. Comme 

le rappellent Ávila et Carvalho (2020), les sucres contenus dans les parois végétales ne sont quasiment pas 

utilisés par les bactéries lactiques pendant la fermentation lactique de l’ensilage, mais peuvent servir de 

substrat pour les Paenibacillium ou d’autres champignons capables de dégrader la matière végétale. Les 

Clostridium pourraient également dégrader les protéines et utiliser le lactate comme source de carbone 

(Borreani et al., 2018; McDonald, 1982; Teixeira Franco et al., 2016), mais elles n’ont pas été détectées dans 

le milieu initial.  

1.4. Analyse des métabolites et consortia pendant la fermentation 

obscure  

Nous avons établi que les échantillons de biomasse d’ensilage de maïs présentaient des consortia bactériens 

initiaux et des teneurs en métabolites très différents au cours du stockage à 4°C exposé à l’air. Dans cette 

partie, nous étudions l’évolution du métabolisme et des consortia bactériens au cours de la fermentation 
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obscure, à des moments clés de la production d’H2 (entre 11 et 24 heures de fermentation). La figure 30 

présente l’évolution du métabolisme global et des consortia bactériens de la fermentation obscure d’ensilage 

de maïs aux différents temps de stockage.  

 

Figure 30 : Influence de la durée de stockage à 4°C (10 jours, 70 jours, 140 jours et 220 jours) de la biomasse d’ensilage 
de maïs sur les productions totales de métabolites (a) et les consortia bactériens présents dans le milieu réactionnel au 
cours de la fermentation (b). Les productions totales de métabolites sont calculées par la différence de concentration 
en métabolites dans le milieu final et le milieu initial. 

L’analyse des métabolites présents dans le milieu réactionnel (figure 30a) révèle une forte production de 

butyrate et d'acétate, co-produits de l'H2. Des composés issus de voies métaboliques non productrices d’H2 

sont détectés en faible concentration (éthanol et propionate). Le lactate présent initialement dans le milieu 

de fermentation est totalement métabolisé ; les variations de la consommation de lactate sont dues aux 

teneurs initiales en lactate, qui sont différentes selon le temps de stockage. Comme les rapports molaires 

H2/CO2 des fermentations sont inférieurs à 1 et que la production d'acétate est élevée par rapport à la 

production d'H2 (hormis à 140 jours de stockage), il semblerait qu’une partie de l'acétate soit issue d’une voie 

métabolique non hydrogénogène (homoacétogenèse) à l’instar des travaux de Arooj et al. (2008) et de Saady 

(2013). 

Pendant les premiers 140 jours, on constate une diminution de la production d’acétate (de 44,5 mmol/L à 

23,0 mmol/L) et d’éthanol (de 13,5 à 3,3 mmol/L) et une augmentation de la quantité de butyrate de 

(17,9 mmol/L à 24,5 mmol/L) augmentant ainsi le rapport molaire B/A. De manière générale, la quantité de 

métabolites produits diminue avec le temps de stockage, indiquant une réorientation du métabolisme de la 

fermentation vers la production d’H2 par la voie du butyrate et de l’acétate avec un net recul des voies 

concurrentes : homoacétogenèse et solvantogenèse.  

À 220 jours, le rapport B/A redevient favorable à l’acétate suite à la diminution de la production de butyrate 

et à l’augmentation de la production d’acétate. Les voies métaboliques concurrentes sont modulées 



 Chapitre 4  

130 
 

positivement par rapport à la fermentation à 140 jours comme l’illustre l’augmentation de la production 

d’acétate et d’éthanol.  

Ces changements de métabolismes sont associés à des changements importants des consortia bactériens 

présents dans le milieu réactionnel au cours de la fermentation (figure 30b). Parmi les bactéries identifiées 

dans le milieu réactionnel à 10 jours, le genre Clostridium est le plus abondant (47 %) suivi des bactéries 

productrices de butyrate appartenant au genre Coproccocus (23 %) et des bactéries lactiques du genre 

Lactobacillus (23 %).  

À 70 jours, l’abondance du genre Clostridium est maximale (77 %). On note également la présence de 

bactéries des genres Enterococcus, Enterobacter, Escherichia qui sont identifiés comme des bactéries 

productrices d’H2 (Abd‐Alla et al., 2019 ; Akroum-Amrouche et al., 2014 ; Bakonyi et al., 2012 ; Jo et al., 2008 ; 

Li et al., 2021 ; Yin et Wang, 2019) alors que les Lactobacillus deviennent minoritaires (3 %). 

À 140 jours de stockage, le taux de Clostridium plafonne à 70 % et la proportion de bactéries non productrices 

d’H2 est faible (16 % de Lactobacillus à 140 jours).  

À 220 jours, l’échantillon présente une population de bactéries assez différente avec une abondance notable 

de Pediococcus (25 %), un genre qui regroupe des bactéries sporogènes qui étaient présentes en faible 

proportion à 140 jours. Le taux de Clostridium est revenu à un niveau comparable à celui de la fermentation 

effectuée à 10 jours (45 %) et le reste du consortium est constitué de Lactobacillus (24 %), et de Coprococcus 

et Microbispora en très faibles proportions.  

Ainsi, la proportion des Clostridii est la plus élevée dans les fermentations qui produisent le plus d’H2 et qui 

ont la meilleure productivité en H2. La figure 31 présente l’abondance et la quantité des espèces bactériennes 

identifiées au cours des fermentations.  

 

Figure 31 : Abondance des espèces bactériennes au cours de la fermentation d’ensilage de maïs (a) et analyse du nombre 
de copies du gène d’ARNr 16S par qPCR (b). Les données de la qPCR sont représentées en échelle logarithmique. 
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La proportion de Clostridium beijenrencki/butyricum/diolis dans le consortium est stable, entre 19 % et 25 % 

sauf pour l’échantillon à 70 jours (70 %). Suivant les temps de stockage à 4°C, l’abondance des autres 

Clostridium dans le consortium est très variable. A 10 jours, trois espèces sont présentes en quasi 

équiproportion et à 140 jours, Clostridium sp. est majoritaire (47 %). Une diminution de la proportion de 

C. ljungdhali a également lieu au cours du stockage. Comme cette espèce est potentiellement 

homoacétogène, consommatrice d’H2 (Kopke et al., 2010), son recul pourrait contribuer à l’amélioration des 

productions d’H2 et du métabolisme des fermentations observée jusqu’à 140 jours. Notons enfin à 220 jours, 

le développement de Clostridium intestinale, une Clostridium productrice d’H2 dans le milieu réactionnel 

(Ramachandran et al., 2011).  

Le genre Lactobacillus est présent dans tous les prélèvements, mais en très faible proportion à 70 jours. 

Notons que ce genre bactérien est majoritaire dans la biomasse avant fermentation. Le genre Lactobacillus 

regroupe trois espèces : Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis et Lactobacillus paracasei. Comme 

pour les espèces du genre Clostridium, la proportion des espèces de Lactobacillus varie suivant les conditions 

de stockage même si la proportion globale du genre est assez stable. À 10 jours, Lactobacillus plantarum est 

majoritaire au sein du genre (17 %). Au cours du stockage, la part de cette espèce diminue fortement entre 

70 jours et 140 jours au profit de Lactobacillus paracasei qui atteint 15 % d’abondance dans le consortium au 

terme de 220 jours de stockage. Cette émergence semble corrélée avec l’apparition de Pediococcus 

ethanolidurans et au déclin relatif des autres Lactobacillus dans le stock de biomasse conservé à 4°C (figure 

31). La diminution de l’abondance des bactéries du genre Clostridium et la résurgence des bactéries du genre 

Lactobacillus s’explique par la sécrétion de toxines antibiotiques par les organismes eucaryotes (Penicillium) 

auxquelles les Clostridium sont très sensibles et les Lactobacillus sont très résistants, en particulier L. 

paracasei (Detman et al., 2018). 

La qPCR révèle une légère augmentation de la quantité de bactéries en fermentation avec l’augmentation du 

temps de stockage. Cette augmentation semble décorrélée de la prolifération des procaryotes observée dans 

la biomasse initiale (figure 31) puisqu’une grande partie des genres bactériens observés en cours de 

fermentation ne se sont pas identifiés comme majoritaires dans le consortium avant fermentation 

(Clostridium, Coprococcus).  

Notons qu’aucun changement de diversité n’est observable du côté des eucaryotes et les données de la qPCR 

montrent une diminution du nombre de copies du gène par µL d’ADN au cours de la fermentation obscure 

(données non présentées). Les conditions de fermentation obscure ne sont donc pas favorables au 

développement des levures et champignons, qui interviennent pendant la dégradation aérobie de l’ensilage.  

1.5. Conclusion sur l’effet de la dégradation aérobie de la biomasse 

Ces travaux ont montré les nombreuses variations biochimiques et microbiologiques qui interviennent dans 

la biomasse d’ensilage de maïs dans le cas où des conditions anaérobies strictes du silo ne seraient pas 



 Chapitre 4  

132 
 

maintenues. La figure 32 récapitule les modifications intervenues sur la biomasse au cours de cette 

expérience d’exposition à l’air de l’ensilage de maïs stocké à 4°C.  

 

Figure 32 : Effet de la dégradation aérobie de l'ensilage de maïs à 4°C sur le potentiel de production d’H2, sur le pH initial 
et sur la teneur initiale totale en métabolites dans le milieu réactionnel selon le temps d’exposition à l’air  

La fermentation lactique a été consolidée pendant les 70 premiers jours de stockage avec une légère 

diminution du pH (figure 32) de la biomasse et une diminution de la diversité des bactéries lactiques au profit 

du genre Lactobacillus, ce qui a permis une augmentation des performances de la fermentation obscure. La 

dégradation aérobie de l’ensilage de maïs s’est ensuite mise en place et est caractérisée par une 

augmentation du pH consécutive à la consommation des acides présents dans la biomasse (figure 32). Cette 

dégradation est initiée par la levure Pichia fermantans et permet d’obtenir un optimum de rendement d’H2 

par fermentation endogène (43,7 L/kgMS, soit +94 % par rapport à la référence). Le métabolisme de ces 

fermentations s’avère beaucoup plus efficace et orienté vers la production d’H2 par la voie du butyrate avec 

une diminution notable de la voie de production d’acétate par homoacétogenèse et les consortia 

fermentaires s’enrichissent en bactéries productrices d’H2 appartenant au genre Clostridium.  

À partir de 140 jours, la dégradation de la biomasse s’accélère, les conditions de pH et d’aération étant 

désormais favorables à la prolifération de microorganismes (bactéries hydrolytiques et champignons) 

capables de dégrader les parois végétales. Ainsi, cette hydrolyse conjuguée à la consommation progressive 

des sucres libérés aboutit à l’appauvrissement de la biomasse, qui entraîne une baisse des performances de 

production d’H2, proches de la référence à 10 jours de stockage, une réorientation du métabolisme vers des 

voies non productrices d’H2 et une réduction de l’abondance relative des bactéries productrices d’H2. 
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2. Prétraitement d’aération forcée de l’ensilage de maïs et augmentation de la 

production d’hydrogène  

2.1. Contexte  

Pour confirmer le bénéfice de l’aération sur le potentiel de production d’H2 de la biomasse qui a eu lieu au 

cours du temps lors de la dégradation aérobie de l’ensilage, une série de fermentations est réalisée avec de 

la biomasse aérée de façon active.  

Les prétraitements d’exposition de la biomasse à l’air libre suscitent un réel intérêt dans la littérature et 

plusieurs études utilisant des biomasses de maïs (Fan et al., 2008 ; Pan et al., 2010 ; Zhang et al., 2007) 

envisagent l’aération des inocula bactériens comme un prétraitement qui améliore la production d’H2 par 

fermentation obscure (Zhang et al., 2007). 

L’aération consiste à exposer la biomasse et ses consortia endogènes à l’O2, augmentant ainsi le potentiel 

red/ox du milieu. La présence d’oxygène génère une pression de sélection pour les consortia qui se sont 

développés en anoxie dans le silo. L’objectif est d’inhiber les bactéries qui ne résistent pas à l’oxygène et de 

sélectionner les bactéries sporulantes productrices d’H2 (Clostridium) (Bundhoo et al., 2015). Cette 

conjecture vient de l’idée généralement admise que les bactéries méthanogènes, les sulfato-réductrices et 

les bactéries homoacétogènes sont anaérobies strictes (Peters et Conrad, 1995).  

2.2. Potentiel de production d’hydrogène de la biomasse aérée  

Les biomasses utilisées ont été stockées à -20°C pour prévenir tout phénomène de dégradation avant 

fermentation. L’ensilage de maïs est aéré pendant 17 heures sous sorbonne avec un débit d’extraction de 

0,4 m/s. Une série de 5 réplicats est effectuée pour avoir une bonne vision de l’effet de l’aération active sur 

les performances de production d’H2 de l’ensilage de maïs. Ces tests de fermentation sont comparés avec 

ceux réalisés sur la biomasse de référence (ensilage de maïs congelé) non aérée. Une étude détaillée de 

l’effet de la congélation sur la fermentation obscure d’ensilage de maïs est présentée en annexe.  

La figure 33 présente l’effet de l’aération active de l’ensilage de maïs sur le débit de production d’H2 lors de 

la fermentation obscure.  
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Figure 33 : Effet de l’aération de la biomasse d’ensilage de maïs congelée sur l’évolution des débits de production d’H2 
(a) et sur la concentration en métabolites dans le milieu réactionnel des tests de fermentation de biomasse aérée (b) 
en fonction du temps 

 

L’ensilage de maïs étant une biomasse hétérogène, la production d’H2 s’effectue en deux phases (figure 33a). 

Au cours de la première phase de production (de 10 h à 30 h), les profils obtenus sont similaires. Le 

prétraitement d’aération impacte plutôt la seconde phase de production (entre 30 h et 50 h) où les débits 

d’H2 analysés varient, mais restent supérieurs à ceux de la référence. Ainsi, le surplus de production d’H2 

consécutif au prétraitement d’aération est généré principalement au cours de la seconde phase de 

production.  

Les deux phases de production de gaz décrites précédemment semblent se confirmer également au niveau 

du métabolisme. En effet, la première phase de production est caractérisée par le métabolisme « habituel » 

de la fermentation d’ensilage de maïs, à savoir une production d’H2 par la voie du butyrate, un rapport 

molaire B/A d’environ 1, une consommation du lactate et une production d’éthanol faible. La seconde phase 

de production d’H2 est plus favorable aux voies métaboliques non productrices d’H2 (homoacétogenèse et 

solvantogenèse). La solvantogenèse pourrait être favorisée par l’absence initiale d’éthanol dans le milieu et 

par la teneur importante du milieu en acétate. En effet, après accumulation d’acétate dans le milieu 

réactionnel, la solvantogénèse est la voie métabolique privilégiée pour régénérer le NADH en NAD+ (Yoo, 

2016). 

Le tableau 16 présente l’effet de l’aération sur la production et le rendement en H2 et sur les paramètres de 

l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure d’ensilage de maïs. 
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Tableau 16 : Production et rendement en H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure 
d’ensilage de maïs congelé (référence) et congelé/aéré 

 
 

Le prétraitement d’aération permet d’améliorer significativement le rendement en H2 de la biomasse en 

fermentation endogène. Les productivités maximales en H2 pour la biomasse aérée et la référence sont 

proches. Le temps de latence est légèrement augmenté (une heure environ), conséquence de l’exposition à 

l’air. Le rapport molaire H2/CO2, voisin de 0,5, est légèrement plus faible que la référence.  

Ainsi, l’effet de l’aération active semble bénéfique pour le potentiel H2 de la biomasse. Notons cependant 

que les productions finales cumulées d’H2 sont variables et s’échelonnent de 747 à 1347 mLH2/Lbioréacteur. 

L’aération permettrait d’obtenir des gains de production pouvant s’élever jusqu’à +95 %, un ordre de 

grandeur similaire avec ce qui a été observé pour la biomasse stockée 140 jours à 4°C (optimum de 

production d’H2).  

Dans la littérature, plusieurs études ont porté sur l’impact du prétraitement d’aération de l’inoculum 

bactérien exclusivement, provenant de diverses origines (boues anaérobies et activées et fumiers compostés 

ou non) sur la production d’H2 à partir de substrats modèles (glucose, saccharose, cellulose) ou de biomasses 

issues de cultures du maïs (pailles, rafles, maïs rassis) ayant subi des prétraitements de broyage ou 

d’hydrolyse. Le tableau 17 résume l’effet de l’aération de l’inoculum bactérien sur les productions d’H2. Notre 

étude se distingue de la littérature puisqu’elle est la seule à tester le prétraitement d’aération sur les 

consortia bactériens et la biomasse pour une fermentation endogène.  
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Tableau 17 : Effet du prétraitement de l'inoculum par aération sur le rendement en H2 

Inoculum Prétraitements Rendement en H2 Référence 

Boues anaérobies Substrat : saccharose (10 g/L)  
Prétraitement : 0,5 h, aération 

Contrôle : 344 mL/gglucose (2,58 mol/moléq. hexose) 

Traité : 322 mL/gglucose (2,42 mol/moléq. hexose) 

Δ = - 6,2 % 

Zhu et Beland 
(2006) 

Boues anaérobies 
Boues compostées 

Substrat : cellulose en poudre (10 g/L) 
Prétraitement : Aération forcée 

BA : 45,4 mL/gglucose 

BC : 193 mL/gglucose 

Δ = N.A. 

Ueno et al. 
(1995) 

Fumier de bovins 
composté 

Substrat : saccharose (10 g/L)  
Prétraitement : 72 h, aération en milieu 
liquide 

Contrôle : N.A.  
Traité : 248 mL/gsaccharose 
Δ = N.A. 

Song et al. 
(2012) 

Inoculum enrichi sur glucose  
Contrôle : N.A.  
Traité : 256,6 mL/gsaccharose 
Δ = N.A. 

Boues anaérobies Substrat : glucose (1 g/batch) 
Prétraitement : 24 h, aération 

Contrôle : 65,7 mL /gglucose 

Traité : 80,2 mL/gglucose 

Δ = 22,0 % 

Wang et Wan 
(2008) 

Boues anaérobies Substrat : glucose (10 g/L)  
Prétraitement : Aération répétée en 
milieu liquide 

Inoculum enrichi sur glucose (12h) 
Contrôle : 209 mL/gglucose (1,57 mol/molglucose)  
Traité : 261 mL/gglucose (1,96 mol/molglucose) 
Δ = 24,4 % 

Ren et al. 
(2008) 

Boues activées de 
STEP 

Substrat : glucose (10 g/L) 
Prétraitement : 24 h, aération 

Contrôle : 32,7 mL/gglucose 

Traité : 73,6 mL/gglucose 

Δ = 125,1 % 

Chang et al. 
(2011) 

Boues anaérobies Substrat : glucose 
Prétraitement : 2 jours-14 jours, aération 
(100 L air/L inoculum/h) 

Contrôle (2 jours) : 67 mL/gDCO glucose 

Traité (12 jours) : 142 mL/gDCO glucose  
Δ = 112,0 % 

Giordano et al. 
(2014) 

Boues anaérobies Substrat : mixture de poudre de riz et de 
salade 
Prétraitement : 2 h, aération sous pompe 

Contrôle : 18,8 mL/gMV 

Traité : 23,0 mL/gMV 

Δ = 22,3 % 

Dong et al. 
(2010) 

Fumier de bovins 
composté 

Substrat : paille de maïs hydrolysée  
(15 g/L)  
Prétraitement : 3 h (50°C), aération sous 
pompe 

Contrôle : N.A. 
Traité : 149,7 mL/gMV 
Δ = N.A. 

Zhang et al. 
(2007) 

Fumier de bovins Substrat : rafle de maïs broyée  
Prétraitement : 24 h, aération sous pompe 

Inoculum enrichi sur saccharose (12h-20h) 
Contrôle : N.A. 
Traité : 13,1 mL/gMV 
Δ = N.A. 

Pan et al. 
(2010) 

Fumier de Panda Substrat : paille de maïs broyée (15 g/L)  
Prétraitement : 24 h, aération sous pompe 

Inoculum enrichi sur glucose (48h-72h) 
Contrôle : N.A. 
Traité : 20 mL/gMS 
Δ = N.A. 

Fan et al. 
(2008) 

Fumier composté Substrat : maïs rassis broyé (10 g/L)  
Contrôle : 3 h en milieu liquide 
Prétraitement : 96 h, aération forcée en 
milieu liquide 

Contrôle : 75 mL/gsubstrat 

Traité : 194 mL/gsubstrat 

Δ = 159 % 

Wang et al. 
(2012) 

Substrat : maïs rassis saccharifié (10 g/L)  
Contrôle : 3 h en milieu liquide 
Prétraitement : 96 h, aération forcée en 
milieu liquide 

Contrôle : 265 mL/gsubstrat 

Traité : 250 mL/gsubstrat 

Δ = - 6 % 

Flore endogène Substrat : ensilage de maïs (71,5 g/L)  
Prétraitement : 16 h, aération sous 
sorbonne 

Contrôle : 30,4 mL/gMV (9,6 mL/g) 

Traité : 43,3 mL/gMV (13,3 mL/g) 

Δ = 42 ± 35 % 

Cette étude 

N.A. : non applicable (données manquantes)  
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Le premier facteur de différenciation entre les études est le temps d’aération. Celui-ci s’échelonne de 

30 minutes à plusieurs jours. Giordano et al. (2014) étudient l’impact du temps d’aération et trouvent un 

optimum de rendement de 142 mLH2/g COD glucose après 14 jours d’aération (+112 %). 

Le second facteur de différenciation est le mode d’aération. Notons qu’il est difficile d’évaluer l’efficacité de 

l’aération d’une étude à l’autre, compte tenu du manque de données précises et de protocoles standardisés 

pour l’aération. Seuls Giordano et al. (2014) rapportent précisément le débit d’air utilisé. L’aération s’effectue 

sur l’inoculum bactérien brut ou dilué et peut être couplée à d’autres prétraitements tels qu’un choc 

thermique (Zhang et al., 2007) et l’enrichissement sur un milieu riche en sucres (Pan et al., 2010 ; Fan et al., 

2008 ; Ren et al., 2008 ; Song et al., 2012).  

Pour la plupart des études, l’aération améliore la production d’H2 de la biomasse avec des gains de production 

variables de +22 % à +150 %. Nos données sont tout à fait conformes à la littérature. Le bénéfice de l’aération 

semble lié à l’efficacité de production d’H2 de l’inoculum témoin (non aéré). Les études qui présentent de 

bonnes productions avec l’inoculum témoin (60 mL/gglucose et 1,57 mol/molglucose) obtiennent un gain de 

production d’environ 20 % (Dong et al., 2010 ; Ren et al., 2008 ; Wang et Wan, 2008) alors que quand 

l’inoculum témoin présente des productions faibles, l’aération permet de doubler la production (+120 %) 

(Chang et al., 2011 ; Giordano et al., 2014 ; Wang et al., 2012).  

L’effet de l’aération de l’inoculum sur la production d’H2 ne semble pas dépendre de la nature du substrat 

(substrat modèle ou substrat réel). En effet, pour ces deux types de substrats l’aération permet des gains 

variables de production d’H2 s’échelonnant de -6,2 % à +125 % avec des substrats modèles et de -6,0 % à 

+159 % avec des substrats réels. Parmi les études mettant en œuvre un substrat réel, Wang et al. (2012) 

observent, sur une biomasse de maïs rassis broyé, des gains de production d’H2 très différents à partir d’un 

inoculum de fumier composté lors de la fermentation selon le prétraitement de la biomasse : +159 % sans 

saccharification et -6,0 % avec saccharification enzymatique. Ce résultat supposerait que l’aération a 

sélectionné des consortia bactériens contenant des bactéries hydrolytiques spécifiques au substrat non 

saccharifié qui permettent un gain de production d’H2 significatif. Néanmoins, les auteurs de l’étude 

n’apportent pas d’information supplémentaire par rapport au métabolisme ou à la nature des consortia 

fermentaires pour expliquer ces variations ou valider cette hypothèse. 

Par ailleurs, l’aération ne semble pas améliorer significativement la productivité en hydrogène (Dong et al., 

2010 ; Wang et Wan, 2008), ce qui est cohérent avec nos résultats. Seuls Chang et al. (2011) notent pour leur 

part une augmentation significative de la productivité (de 2,54 à 15,16 mLH2/L/h). 

Enfin, nous avons pu observer que les résidus de la plante de maïs (paille, rafle, maïs rassis) ont été utilisés 

dans 4 études pour tester l’effet de l’aération de l’inoculum sur la production d’H2. Les résidus de maïs broyés 

présentent des rendements en H2 faibles (13,1 et 20 mLH2/gMS) en comparaison des résidus ayant subi des 

prétraitements plus poussés tels que l’hydrolyse ou la saccharification qui obtiennent des rendements plus 
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élevés (149,7 mLH2/gMV et 250 mLH2/gsubstrat). Le rendement de production de notre biomasse, qui n’a pas subi 

de prétraitement autre que l’aération, se situe dans la fourchette basse (43,3 mL/gMV).  

2.3. Analyse des métabolites et consortia pendant la fermentation obscure 

La figure 34 présente un comparatif du potentiel H2 de l’ensilage de maïs congelé (référence) et de celui de 

l’ensilage de maïs congelé et aéré de façon active. 

 

Figure 34 : Effet de l’aération de l’ensilage de maïs congelé sur la production de métabolites (a) et les consortia fermentaires prélevés 
entre 22 h et 24 h (b). Les barres indiquent la variabilité (référence n=4 ; aéré n= 5).  

Concernant les métabolites (figure 34a), l’acétate et le butyrate sont les acides majoritaires produits à l’issue 

de la fermentation. La quantité de ces deux acides, respectivement +51,8 mmol/L et +28,7 mmol/L est 

significativement supérieure lors de la fermentation d’ensilage de maïs aéré (contre +26,6 et +20,5 mmol/L 

dans le test de référence). L’augmentation de la production de butyrate est d’ailleurs cohérente avec 

l’augmentation de la production d’H2. De manière générale, l’aération semble avoir augmenté la production 

de gaz et de métabolites (acétate, butyrate, éthanol) par rapport à la référence à l’exception du propionate 

(voie hydrogénotrophe), qui est moins produit (< 5 mmol/L). Nous avions montré précédemment que le 

métabolisme de la deuxième phase de production des tests de fermentation était beaucoup plus marqué par 

l’homoacétogenèse et la solvantogenèse que par la production de butyrate, ceci explique d’une part, la 

surproduction d’éthanol et d’acétate dans les tests de fermentation de biomasse aérée et d’autre part, la 

diminution du rapport molaire H2/CO2 global de la fermentation. 

Ce constat est également relevé dans la littérature. En effet, Chang et al. (2011), Ren et al. (2008) et Wang et 

Wan (2008) observent une production accrue d’éthanol dans le fermentât après traitement de l’inoculum 

par aération. Ces données, corrélées avec l’augmentation de la production d’acétate, rendent compte d’un 

métabolisme typique de la solvantogenèse puisque, dans ces études, la quantité de butyrate diminue. Bien 

que le métabolisme s’oriente naturellement, en fin de fermentation vers des voies non productrices d’H2, ce 
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changement métabolique est observé de manière accrue en fin de fermentation pour nos expériences de 

biomasses aérées. Ainsi, l’aération permet d’améliorer la production d’H2 à partir de l’ensilage de maïs 

malgré un métabolisme global moins efficace lié à une activité importante de voies non hydrogénogènes en 

fin de fermentation.  

Les consortia bactériens identifiés en cours de fermentation (à 22 et 24 h) sont assez similaires, d’un point 

de vue qualitatif, entre la référence et la biomasse aérée (figure 34b). Les bactéries du genre Clostridium sont 

majoritaires dans le fermentât (environ 50 % d’abondance) et sont légèrement plus abondantes pour la 

biomasse aérée. Parmi les bactéries du genre Clostridium, l’aération permet d’enrichir significativement le 

consortium en Clostridium butyricum (de 13 % à 29 % d’abondance relative) et d’inhiber le développement 

de Clostridium ljungdahlii, une bactérie homoacétogène consommatrice d’H2 (Kopke et al., 2010) qui 

représentait 7 % du consortium bactérien de la référence. Cette observation complète les travaux de Sparling 

(1997), qui suggèrent que certaines Clostridium sont sensibles à l’O2 et peuvent être inhibées pendant un 

traitement aérobie, notamment Clostridium thermocellum. De manière remarquable, l’espèce de Clostridium 

inhibée suite au traitement aérobie est celle qui ne produirait pas d’H2. Des Enterococcus sont également 

détectés en proportions importantes (29 % et 25 %). Ces bactéries productrices d’H2 dont le métabolisme est 

favorable à la production d’acétate pourraient expliquer les fortes quantités d’acétate détectées dans le 

milieu réactionnel (Valdez-Vazquez et al., 2015 ; Yin et Wang, 2019b, 2016). Parmi les taxa identifiés en plus 

faible proportion, on trouve des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae (18 % et 15 %) et des bactéries 

hydrolytiques et productrices d’acétate de la famille des Lachnospiraceae (< 10 %) (Palomo-Briones et al., 

2017 ; Suksong et al., 2019). Notons enfin l’absence de bactéries sporogènes ou hydrolytiques observées 

dans l’ensilage de maïs dégradé ou de Lactobacillus dont le développement a été inhibé par la congélation. 

Après aération et prétraitement, Zhang et al. (2007) isolent également deux types de bactéries sporulantes 

avec des morphologies différentes qui s’avèrent appartenir au genre Clostridium. De la même manière, Wang 

et al. (2012) ont pu isoler et observer deux bactéries anaérobies facultatives qui appartiendraient 

respectivement aux Clostridium et aux Enterobacter, ce qui est cohérent avec les bactéries majoritaires 

détectées dans notre étude.  

Conformément aux données métaboliques sur l’accroissement de la solvantogenèse des consortia prétraités 

par aérobie, Ren et al. (2008) observent un enrichissement des consortia en bactéries productrices d’H2 

effectuant également la fermentation éthanolique : Ethanoligenens harbinens qui n’ont pas été observées 

dans notre consortia.  

Enfin, dans la plupart des études, l’activité des méthanogènes i.e. la détection de méthane, a été totalement 

inhibée (Pan et al., 2010 ; Fan et al., 2008 ; Ren et al., 2008 ; Zhang et al., 2007, Ueno et al., 1995 ; Chang et 

al., 2011 ; Giordano et al., 2014). L’efficacité du traitement aérobie sur les méthanogènes est donc 
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importante. Cet effet n’a pas été étudié dans notre étude puisqu’aucune trace de méthane n’était déjà 

présente dans la fermentation de référence.  

Pour conclure, le traitement aérobie des inocula bactériens permet de sélectionner des bactéries 

productrices d’H2. Il est donc favorable à l’amélioration de la production d’H2 et a permis de raffiner les 

consortia fermentaires en inhibant Clostridium ljungdahlii, la bactérie consommatrice d’H2 au profit du 

développement de Clostridium butyricum.  

L’aération forcée de la biomasse s’est donc révélée être un bon prétraitement pour améliorer 

significativement le potentiel de production H2 de l’ensilage de maïs par une fermentation obscure endogène 

à la biomasse. Ces observations mettent en évidence la robustesse du procédé global en termes 

d’approvisionnement de la biomasse. En effet, celle-ci peut donc être exposée à l’air libre sur de courte durée 

sans perte de potentiel d’H2, ceci étant fréquent après l’ouverture du silo et pendant le transport de la 

biomasse vers le bioréacteur.  

3. Analyses des corrélations entre les données issues des fermentations 

Les données issues des fermentations présentées (dégradation lente en aérobie à 4°C et aération forcée) ont 

fait l’objet d’une analyse statistique pour étudier les corrélations entre production de gaz/métabolites 

produits/consortia bactériens. La figure 35 présente une analyse en composante principale construite sur les 

corrélations de Pearson avec les données normalisées, ce qui permet d’identifier les corrélations entre les 

variables étudiées.  

 

Figure 35 : Analyse en composante principale des données de production de gaz, de métabolites et des consortia 
fermentaires pour l’ensilage de maïs congelé, exposé à l’air (10 jours, 70 jours, 140 jours, 220 jours) et traité par aération 
forcée (16 h). 
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Les deux composantes F1 et F2 de l’ACP présentées sur la figure 35 sont suffisantes pour expliquer plus de 

70 % de la variabilité totale. Trois groupes de variables peuvent être identifiés sur l’ACP de la figure 35. Le 

premier groupe (figure 35, cadre bleu) rassemble des indicateurs de performance de la fermentation obscure 

(productivité d’H2, rapport molaire H2/CO2) corrélés à l’abondance des bactéries du genre Clostridium dans 

le consortium fermentaire. Cette corrélation est logique étant donné que la majorité des bactéries du genre 

Clostridium identifiées sont productrices d’H2 à l’exception de Clostridium ljungdahlii et cohérente avec 

plusieurs études qui associent, corrélation à l’appui, la production d’H2 avec l’abondance des bactéries du 

genre Clostridium (Dauptain et al., 2020 ; Etchebehere et al., 2016 ; Park et al., 2014 ; Yang et Wang, 2019). 

De façon simplifiée, la production de butyrate serait également liée à la production d’H2 signifiant que la 

production d’H2 s’effectue via cette voie (Guo et al., 2014). La variable correspondant à l’abondance des 

Enterobacter n’est pas assez bien représentée et n’est donc pas interprétable en termes de corrélation avec 

les autres variables.  

Le second groupe (figure 35, cadre rouge) comprend des métabolites issus de voies non productrices d’H2 

(éthanol), consommatrices d’H2 (propionate) et des genres de bactéries a priori producteurs d’H2 (Escherichia 

et Enterococcus). La production d’acétate est plus difficile à discuter puisque ce métabolite peut être 

synthétisé aussi bien par des voies hydrogénogènes qu’hydrogénotrophes (Arooj et al., 2008 ; Guo et al., 

2014). Il semble que dans notre étude, il soit principalement lié à l’homoacétogenèse. L’ACP permet d’établir 

une relation entre la production d’acétate et l’abondance d’Enterococcus. Cette corrélation est pertinente 

puisque plusieurs études ont montré que le métabolisme fermentaire des bactéries du genre Enterococcus 

est favorable à la production d’acétate sans production d’H2 (Valdez-Vazquez et al., 2015 ; Yin et Wang, 2016 ; 

Yin et Wang, 2019). 

Le dernier groupe (figure 35, cadre violet) réunit la production de lactate avec l’abondance des bactéries 

lactiques (Lactobacillus et Pediococcus). La production de lactate est également anti corrélée à la production 

de butyrate. Il avait été établi précédemment que le lactate présent dans le milieu réactionnel initial était 

consommé au cours de la fermentation. Ainsi, cette anti corrélation confirme que le lactate est bien converti 

en butyrate et en H2 au cours de la fermentation obscure (Chapitre III, paragraphe 4.3, Detman et al., 2019 ; 

Fuess et al., 2018 ; Matsumoto et Nishimura, 2007). 

 

4. Conclusion  

Au cours de cette étude, une dégradation aérobie lente de l’ensilage de maïs a été reproduite en condition 

laboratoire et à 4°C. Les principaux biomarqueurs de la dégradation aérobie de l’ensilage ont été observés : 

la consommation des acides organiques présents dans l’ensilage (acide lactique et acide acétique) associée 

à la neutralisation du pH, la prolifération de levures (Pichia fermentans) et de moisissures (Penicillium) dans 
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la biomasse et l’apparition de bactéries hydrolytiques (Paenibacillus) dont les conditions optimales de 

croissance ne sont pas adaptées au pH acide (pH < 4) de l’ensilage conservé en conditions anaérobies. 

Les expériences de fermentation endogène ont mis en évidence des variations de potentiel de production 

d’H2 de la biomasse exposée à l’air.  

À 70 jours de stockage à 4°C, la production d’H2 a augmenté (de 535 ± 2 à 920 ± 25 mLH2/Lbioréacteur) ; ceci est 

liée à la sélection de bactéries résistantes à l’air et productrices d’hydrogène. On note un enrichissement du 

consortia fermentaire en bactéries du genre Clostridium. Au sein du genre Clostridium, il est observé un net 

recul de la bactérie hydrogénotrophe C. ljungdahlii, un phénomène également relevé lors de l’aération forcée 

de la biomasse. Par ailleurs, les conditions de stockage de la biomasse dans le vial restent relativement 

stables : la production d’acides s’est poursuivie comme le confirme la diminution du pH par rapport à la 

référence, ce qui signifie que la dégradation aérobie de la biomasse d’ensilage de maïs n’est pas encore 

significative. L’aération forcée pendant 16h sous sorbonne de la biomasse congelée a permis d’obtenir une 

production d’hydrogène (957 ± 233 mLH2/Lbioréacteur) proche de celle obtenue avec la biomasse exposée à l’air 

et à 4°C pendant 70 jours, ce qui représente un gain de temps si ce mode de traitement est retenu. L’aération 

forcée cible les bactéries de la flore endogène de la biomasse et a permis d’intensifier la production d’H2 

(+40 %) en sélectionnant les consortia fermentaires corroborant ainsi les données de la littérature sur le sujet.  

À 140 jours d’exposition à l’air, on note une augmentation de la production d’H2 de 13 % par rapport à 

70 jours, ce qui est assez modeste et qui représente cependant un gain de +93 % (1037 ± 38 mLH2/Lbioréacteur) 

par rapport à la référence. Cette augmentation semble liée d’une part à une amélioration du métabolisme 

avec un recul de l’homoacétogenèse et de la production d’éthanol, ce qui contraste avec les effets observés 

lors de l’aération forcée de la biomasse et d’autre part, à un prétraitement biologique de la biomasse par la 

levure Pichia fermentans qui aboutit la consommation des acides et à une hydrolyse de la structure végétale 

de la biomasse.  

À 220 jours, la chute de la production d’H2 semble liée à la prolifération de bactéries sporogènes et 

hydrolytiques, de levures et de champignons, qui ont dégradé et appauvri la biomasse en plus d’une probable 

sécrétion de substances antimicrobiennes par Penicillium. La présence de ces molécules semble avoir inhibée 

partiellement la croissance des bactéries productrices d’H2 du genre Clostridium au cours de la fermentation 

obscure et sélectionné des bactéries lactiques (L. paracasei). 

Au terme de cette étude, il apparaît que l’effet de l’exposition à l’air de l’ensilage sur la production d’H2 par 

fermentation endogène est un phénomène de réactions en chaîne entre les paramètres biochimiques et 

microbiologiques de la biomasse. L’aération agit comme un prétraitement de la flore endogène initiale 

composée majoritairement de bactéries lactiques du genre Lactobacillus qui favorise l’émergence, au cours 

de la fermentation obscure, de bactéries résistantes à l’air parmi lesquelles on retrouve des bactéries 

productrices d’H2 du genre Clostridium. Si l’exposition à l’air est prolongée, des modifications biochimiques 
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de la biomasse, notamment la neutralisation du pH, interviennent suite à la prolifération des 

microorganismes aérobies (Pichia fermentans). Ces nouvelles conditions permettent d’obtenir de meilleurs 

rendements de production d’hydrogène. Ils sont aussi favorables, si l’aération se poursuit, au développement 

de microorganismes hydrolytiques (Penicillium, Paenibacillus), qui dégradent la biomasse et produisent des 

substances antibactériennes inhibant les bactéries productrices d’H2 et réduisant sur le long terme la 

production.  

Ces résultats montrent que la fermentation obscure peut être une voie de valorisation énergétique de 

l’ensilage de maïs exposé à l’air. Ainsi, le prétraitement aérobie pourrait être favorable à la production d’H2 

par fermentation endogène s’il est correctement implémenté i.e. sans aller jusqu’à la dégradation aérobie 

de la biomasse et à la prolifération de champignons capables d’inhiber les bactéries productrices d’H2.  

Pour s’affranchir des phénomènes d’aération et ainsi disposer d’une qualité de biomasse stable et d’un 

potentiel de production d’H2 reproductible au cours du temps, la biomasse d’ensilage de maïs a été stockée 

à -20°C (Annexe 2). La comparaison des productions de gaz, de métabolites et des consortia fermentaires de 

la biomasse congelée par rapport à la biomasse « fraîche » a montré une légère amélioration de la production 

d’H2, qui s’explique par un métabolisme plus efficace ainsi qu’une plus grande abondance de bactéries 

productrices d’H2 parmi les communautés bactériennes fermentaires. Ces résultats sont cohérents avec les 

données de la littérature qui montrent que la congélation peut être utilisée également comme un 

prétraitement pour enrichir les inocula bactériens issus de milieux anaérobies en bactéries productrices d’H2 

(Dong et al., 2010). Pour la suite des expériences, la stabilisation de la biomasse par congélation sera 

privilégiée.  
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Chapitre V : Fermentation de substrat modèle en BRM 
 

Ce chapitre présente le dispositif de bioproduction d’H2 (BRM), breveté par le laboratoire. Avant la mise en 

œuvre des biomasses ciblées, nous proposons une étape d’amélioration conceptuelle et quantitative des 

paramètres de fonctionnement du procédé en utilisant pour substrat modèle le glucose. 

1. Introduction  

La conception du bioréacteur joue un rôle prépondérant pour une production efficace d’H2 en mode continu. 

Deux paramètres majeurs pour le fonctionnement des bioréacteurs continus ont été identifiés dans la 

littérature : le maintien d’une faible pression partielle en H2 dans le milieu réactionnel (Bastidas-Oyanedel et 

al., 2012) et la stabilisation d’un consortium bactérien robuste et riche en bactéries productrices d’H2 dans le 

bioréacteur (Ramírez-Morales et al., 2015).  

Afin de répondre aux exigences d'extraction d'hydrogène in situ et d'immobilisation bactérienne, un 

bioréacteur à membrane liquide/gaz (BRM L/G) fonctionnant en continu et composé d'un module de fibres 

creuses a été développé et breveté dans notre laboratoire (Ernst et al., 2015).  

La spécificité de ce réacteur est d'intégrer en une seule unité à la fois la bioproduction d'hydrogène dans la 

calandre et l'extraction in situ des gaz par séparation membranaire, dans la lumière des fibres pour éviter 

son utilisation dans le milieu et promouvoir la production de bactéries productrices d’H2. Ce système 

constitue un contacteur liquide-gaz original pour la production d’hydrogène par fermentation obscure.  

Le bioréacteur a également des caractéristiques de réacteur à flux ascendant pour l’immobilisation des 

bactéries. En effet des couches de bactéries se développent sur les fibres (réacteur à lit fixe), des bactéries 

se développent en suspension dans le milieu liquide et des agrégats bactériens sont observés au fond du 

module (réacteur ascendant à lit de boues) (Renaudie et al., 2021b). Cette configuration promeut la 

croissance de la biomasse bactérienne et limite le lessivage et ne nécessite pas de système d’agitation 

mécanique par rapport à un réacteur agité (CSTR, Clion, 2016). La membrane a donc un double rôle : extraire 

les gaz afin de maintenir une pression partielle en hydrogène faible dans le bioréacteur et servir de support 

de croissance aux bactéries.  

Les travaux présentés dans cette partie concernent la production d’H2 continue en bioréacteur membranaire 

avec un substrat modèle (solution de glucose). Cette étude vise à tester plusieurs configurations pour 

améliorer le fonctionnement du BRM. La productivité en H2 du bioréacteur et le métabolisme des consortia 

fermentaires permettront d’évaluer les performances des tests de fermentation. Les paramètres suivants 

sont évalués au sein du BRM L/G : 

 configuration de la recirculation de l’effluent liquide ; 
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 débits d’alimentation en substrat par variation du temps de séjour hydraulique (TSH) afin d’explorer 

les limites opératoires de fonctionnement ;  

 la surface membranaire utilisée. 

Par ailleurs, dans l’optique de mettre en œuvre un substrat à base d’ensilage de maïs dans le BRM, un 

substrat modèle contenant du lactate sera testé.  

Une étude sur la configuration de la recirculation de l’effluent liquide est présentée à l’annexe 4.  

Enfin, une analyse statistique des données présentées permettra d’identifier les principales corrélations 

entre les paramètres d’alimentation, de production d’hydrogène et de métabolisme fermentaire.  

Les expériences ont été conduites dans un BRM L/G similaire à celui utilisé dans l’étude de Renaudie et al. 

(2021a, 2021b). Le BRM, utilisé pour réaliser cette étude, a été ensemencé en septembre 2017 et utilisé sans 

réensemencement après un an et demi d’arrêt. 

2. Effet du TSH à une concentration d’alimentation en sucres de 14 g/L 

Du point de vue du procédé, les recherches conduites au laboratoire sur le bioréacteur membranaire se sont 

concentrées sur l’optimisation du débit d’alimentation substrat (DAS) et du temps de séjour hydraulique TSH 

indépendamment l’un de l’autre et ont notamment identifié une corrélation entre la concentration en 

glucose dans l’alimentation et le rendement du bioréacteur en hydrogène. Le rendement optimal est obtenu 

à une teneur de 14 gglucose/L (1,37 molH2/molglucose consommé). Ce test avait été effectué à un TSH de 8 h équivalent 

à un débit d’alimentation substrat de 1,75 g/L/h (Renaudie et al., 2021a). Dans cette partie, nous proposons 

d’approfondir le fonctionnement du BRM à cette concentration dans l’alimentation et étudierons l’impact 

de la réduction du TSH associé à une augmentation simultanée du DAS sur la productivité et le rendement 

en H2.  

Plusieurs études dans la littérature ont étudié l’impact du TSH pour une concentration en substrat fixée dans 

l’alimentation (Anburajan et al., 2017 ; Bakonyi et al., 2015 ; Chang et al., 2002 ; Keskin et al., 2011 ; Kumar 

et al., 2014 ; Li et al., 2006 ; Pugazhendhi et al., 2017 ; Si et al., 2015 ; Tomczak et al., 2018 ; Zhang et al., 

2006). Notons tout d’abord que les plages de variations des TSH varient logiquement selon les types de 

bioréacteur. Ainsi, les CSTR sont testés avec des temps de séjour longs par exemple de 12 h à 92 h et de 6 h 

à 50 h respectivement dans les études de Bakonyi et al. (2015) et de Zhang et al. (2006). Les bioréacteurs à 

biomasse immobilisée sont alimentés avec des temps de séjour courts jusqu’à 1 h pour l’étude Chang et al. 

(2002) et 2 h pour les travaux de Li et al. (2006) et Si et al. (2015). Pour tous les types de bioréacteurs, la 

réduction du TSH est le plus souvent associée à une augmentation de la productivité en H2. Celle-ci atteint 

un optimum qui peut correspondre également à l’optimum de rendement en H2 (Keskin et al., 2011). Par 

exemple, Li et al., (2006) maintiennent leur rendement malgré la réduction de TSH de 6 h à 2 h. Toutefois, 

plusieurs études relèvent une diminution du rendement en H2 avec l’augmentation du DAS (i.e. par 
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diminution du TSH) en raison de l'inhibition des voies de production d'H2 : en CSTR, Bakonyi et al. (2015) 

observent une baisse du rendement d’un facteur 3 (de 1,13 à 0,34 molH2/molglucose ajouté) consécutivement à 

une réduction du TSH de 92 h à 12 h et Kumar et al. (2014) relèvent une chute de rendement en H2 de 1,62 à 

0,60 molH2/molglucose ajouté lors de la diminution du TSH de 18 h à 6 h.  

Notre objectif sera ainsi de déterminer l’impact du DAS, conjointement aux variations du TSH à une 

concentration en glucose fixée dans l’alimentation, sur la productivité, le rendement en H2 et sur le 

métabolisme des consortia fermentaires. Ces tests de fermentation permettront de préciser ces limites 

opératoires à DAS élevé.  

La concentration en glucose de l’alimentation est constante (14 gglucose/L) et chaque test est réalisé à TSH 

constant (compris entre 3,0 – 10 h) équivalent à des DAS s’échelonnant de 1,3 - 4,7 gglucose/L/h.  

2.1. Effet du TSH sur les performances de production d’hydrogène  

Quatre expériences ont été réalisées avec des TSH de 3 h, 6 h, 8 h et 10 h afin d’étudier son impact sur la 

productivité en H2. La figure 36 présente les profils des débits d’H2 obtenus en sortie du BRM. 

 

Figure 36 : Effet du TSH sur le débit de production d’H2 par litre de bioréacteur en BRM à partir du substrat modèle de 
concentration de 14 gglucose/L. N.B. : les profils de débit de production d’H2 sont superposés (les temps de démarrage ne 
sont pas représentés).  

 

Les fermentations se caractérisent par 4 étapes : une phase de latence pendant laquelle les consortia ne 

produisent pas d’H2 (celle-ci n’est pas affichée pour les tests à 6 h, 8 h, 10 h), une phase pendant laquelle le 

débit d’H2 augmente et qui correspondrait à la phase de croissance des consortia bactériens dans le module, 

une phase où le débit maximal est atteint puis maintenu correspondant au moment où le métabolisme 

bactérien est dédié à la production d’H2 et enfin un ralentissement de la production. Ce ralentissement de la 

production peut être lié potentiellement à un manque de substrat pour maintenir une croissance bactérienne 

dynamique ou le développement de bactéries non productrices d’hydrogène.  

Les performances de production de cette étude sont présentées dans le tableau 18. 



 Chapitre 5  

148 
 

 

Tableau 18 : Effet du TSH sur le débit de production d’H2 en BRM à partir de substrat modèle 

TSH DAS 
Productivité 

moyenne en H2 
Rendement H2 

Consommation  
du glucose H2/CO2 

pH en 
sortie 

(h) (g/L/h) (mLH2/L/h) molH2/molglucose ajouté ( %) 

10 1,4 201 1,18 98 % 0,79 4,6 

8 1,8 235 1,01 97 % 0,94 4,6 

6 2,3 328 1,14 83 % 1,03 4,4 

3 4,7 343 0,55 84 % 0,99 4,7 

 

Les productivités en H2 sont comprises entre 201 et 343 mL/L/h, celles-ci sont calculées sur une durée d’au 

moins 24 h correspondant à une capacité de production comprise entre 4,8 LH2/L/j et 8,2 LH2/L/j à TSH = 3 h. 

La réduction du TSH conjointement à l’augmentation du DAS permet d’augmenter à la fois la productivité 

moyenne et le rapport H2/CO2. Ce résultat signifie que l’augmentation de la productivité en H2 s’accompagne 

d’un enrichissement en H2 des gaz produits dans le BRM. Pour des TSH allant de 6 à 10 h, le rendement en 

H2 est maintenu à une valeur supérieure à 1,0 molH2/molglucose ajouté, ce qui signifie que l’augmentation de la 

productivité est proportionnelle à l’apport en glucose dans ces conditions. La consommation du glucose varie 

également en fonction du TSH : à TSH long (8 et 10 h), la consommation du glucose est totale alors qu’à des 

TSH plus court (3 et 6 h), le taux de consommation diminue à 83 %. Ainsi, à des DAS supérieur à environ 

2 g/L/h, l’apport en substrat semble supérieur à la demande microbienne ce qui pourrait inhiber le 

métabolisme des bactéries productrices d’H2. Une autre explication à la diminution du taux de consommation 

des sucres pourrait être liée à la présence de courts-circuits hydrauliques dans le bioréacteur.  

À TSH = 3 h, on note une diminution significative du rendement en H2. En effet par rapport à TSH = 6 h, le 

DAS a été multiplié par 2 avec peu d’effet sur la productivité en H2. Cependant, au cours de cette expérience, 

dont le débit de production est le plus élevé, il a été observé la présence de bulles de gaz dans l’effluent 

liquide, qui circule dans la boucle de recirculation, et de l’hydrogène a été détecté à l’aide d’un explosimètre 

(OLDHAM, EX2000) dans le flacon de récupération de l’effluent. Ces éléments laisseraient penser que la limite 

d’extraction in situ de l’H2 produit ait été atteinte, conduisant d’une part, à l’augmentation de la pression 

partielle en H2 avec un effet inhibiteur et d’autre part, à l’évacuation d’une partie de l’H2 produit par l’effluent 

liquide, qui n’est pas prise en compte dans la production d’H2 et donc non analysée par le µGC-TCD. Ainsi, 

l’évacuation d’une partie des gaz par l’effluent liquide explique la baisse de rendement en H2 et le 

plafonnement de la productivité en H2 car ceux-ci ont été sous-estimés. 

2.2. Amélioration de l’extraction des gaz 

Pour favoriser l’extraction du gaz présent dans la sortie de l’effluent liquide, un dispositif d’extraction 

gaz / liquide a été implémenté dans le circuit de recirculation selon le schéma de la figure 37.  
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Figure 37 : Configuration du BRM sans extracteur liquide-gaz (a) et avec extracteur liquide-gaz (b) 

Les gaz extraits de la recirculation en sortie du bioréacteur sont mélangés aux gaz extraits in situ avant les 

pièges froids ce qui permet d’analyser l’ensemble des gaz produits. Sur la ligne de gaz entre l’extracteur L/G 

et les gaz sortants du BRM, un système de récupération des liquides est mis en place. Il est encadré par 

2 vannes qui permettent de l’isoler lors de sa vidange.  

Pour cette étude, la teneur en glucose dans l’alimentation reste fixée à 14 g/L et les deux temps de séjour 

donnant les débits d’hydrogène les plus élevés, ont été testés (3 h et 6 h). L’objectif est de déterminer la 

proportion de gaz extraite avec le dispositif et son impact sur le métabolisme du consortium du BRM. 

La figure 38 présente l’effet du dispositif d’extraction liquide gaz sur les profils de production d’H2 en BRM à 

des TSH de 3 h et 6 h.  

Concernant les tests à TSH = 6 h, un duplicat de fermentation a été effectué afin de s’approprier le 

fonctionnement du dispositif expérimental. La phase de latence des consortia précédent la production d’H2 

n’est pas représentée. Les débits d’H2 stables montrent la mise en place d’un régime pseudo stable dans les 

deux configurations testées et les débits atteints sont quasi similaires. Ainsi, dans ces conditions 

d’alimentation du BRM (DAS = 2,3 g/L/h), les fibres creuses permettent l’extraction totale du gaz produit 

dans la calandre du bioréacteur.  
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Figure 38 : Profils de production d’H2 en BRM à TSH = 6 h (a) et à TSH = 3 h (b) avec et sans extracteur liquide-gaz. Sur le test TSH = 6 h 
avec extracteur de gaz, les barres d’erreur représentent la variabilité sur le débit d’H2 (n=2). Les temps de latence sont ajustés pour 
superposer les courbes de débits de production d’H2.  

Sur les tests à TSH = 3 h, la production d’H2 se stabilise à un débit significativement supérieur au test sans 

extracteur. À 42 h et 55 h, des interruptions de l’analyse en ligne n’ont pas permis de mesurer les gaz produits. 

Sur le test sans extracteur, le débit de production plafonne rapidement et diminue légèrement avant de se 

stabiliser. Ainsi, aux conditions expérimentales de ce test (TSH = 3 h, DAS = 4,6 g/L/h), la capacité d’extraction 

maximale in situ des fibres creuses a été atteinte. Une partie importante des gaz ont été évacués par l’effluent 

liquide d’où la nécessité d’utiliser un extracteur liquide/gaz.  

Le tableau 19 compare les performances de production obtenues en BRM pour les deux TSH testés (3 et 6 h) 

sans et avec extracteur liquide/gaz.  

Tableau 19 : Effet d’un dispositif d’extraction des gaz de l’effluent sur le débit de production d’H2 en BRM à partir de 
substrat modèle 

 
Extracteur 

Productivité 
moyenne en H2 

Rendement H2 
Consommation 

du glucose H2/CO2 
 (mLH2/L/h) molH2/molglucose ajouté ( %) 

TSH = 6 h 

DAS = 2,3 g/L/h 

Sans 328 1,14 83 % 1,03 

Avec 311 ± 15 1,05 ± 0,09 95 ± 2 % 0,96 ± 0,01 

TSH = 3 h 

DAS = 4,6 g/L/h 

Sans 342 0,55 84 % 0,99 

Avec 536 0,86 90 % 1,02 
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À TSH = 6 h et comme observé sur les profils de production, peu de gaz circule dans l’effluent donc les 

productivités en H2 et les rendements obtenus avec le dispositif d’extraction des gaz sont du même ordre de 

grandeur que ceux obtenus sans l’extracteur. À TSH = 3 h, sans extracteur, la productivité plafonne à une 

valeur légèrement supérieure à celle des tests à TSH = 6 h. Avec extracteur liquide/gaz, le débit d’H2 s’élève 

à 536 mLH2/L/h (12,9 LH2/L/j) soit une augmentation de +56 %. Ainsi, le dispositif mis en œuvre permet 

d’extraire les gaz de l’effluent de manière satisfaisante. La récupération de la totalité des gaz permet d’ajuster 

le rendement à une valeur de 0,86 molH2/molglucose. Notons que la récupération des gaz produits améliore le 

taux de consommation du glucose au cours de la fermentation, ce qui pourrait être une conséquence directe 

de la diminution de la teneur en H2 dans le milieu réactionnel. Comme observée précédemment, 

l’augmentation du DAS consécutivement à la réduction du TSH permet une augmentation de la productivité 

en H2 qui s’accompagne d’une baisse du rendement de production en H2. Le rapport molaire H2/CO2 est 

maintenu aux alentours de 1, ce qui signifie que le gaz extrait dans l’effluent est homogène avec celui extrait 

in situ.  

Ainsi, nous avons mis en évidence une limite d’extraction in situ des gaz lorsque la productivité est supérieure 

à 8 LH2/L/j. Pour un fonctionnement à DAS = 4,6 g/L, l’utilisation d’un dispositif additionnel pour dégazer 

l’effluent est nécessaire pour récupérer la totalité des gaz produits. Ces résultats font écho à l’étude de 

Kisielewska et al. (2015) avec un réacteur à flux ascendant à lit de boues (UASB) dont l’extraction des gaz du 

bioréacteur est facilitée par une pompe à vide. Les auteurs soulignent le bénéfice de cette stratégie sur 

l’extraction des gaz et sur le taux de conversion de la DCO quand des productivités élevées en H2 (> 4 LH2/L/j) 

étaient atteintes.  

2.3. Analyse des métabolites 

L’objectif de cette partie est de déterminer l’impact du TSH sur la production de métabolites en période de 

fonctionnement pseudo-stable sur les tests avec et sans extracteur liquide-gaz (figure 39 et tableau 20). La 

figure 39 présente les débits de production de gaz et des métabolites ainsi que les débits de consommation 

de glucose en fonction du TSH.  
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Figure 39 : Effet du TSH et de l'extracteur liquide/gaz sur la productivité des métabolites et la vitesse de consommation 
du glucose au cours de la fermentation de substrat modèle (14 g/L) en BRM  

Le tableau 20 regroupe les variations des indicateurs de fermentation selon le TSH fixé.  

Tableau 20 : Indicateurs du métabolisme au cours de la fermentation de substrat modèle (14 g/L) en BRM 

TSH / DAS  
 (h) / (g/L/h) 

Extracteur 
Teneur en 

métabolites 
(g/L) 

B/A 
𝐻2

2 × (𝐵 + 𝐴)
 

Homoacétogenèse estimée 
mmolacétate/L/h 

10,0 /1,3 Sans 4,4 1,0 1,02 0,0 

8,0 / 1,6 Sans 5,0 1,5 0,64 0,9 

6,0 / 2,2 
Sans 4,3 1,9 0,88 0,3 

Avec 5,0 0,9 0,68 1,0 

3,0 / 4,7 
Sans 3,0 2,2 0,60 1,6 

Avec 5,5 1,1 0,52 3,3 

 

La teneur en glucose consommée (figure 39) augmente de façon logique avec le DAS. La production d’H2 

s’accompagne de production d’acétate et de butyrate, qui sont les principaux métabolites produits. La 

diminution du TSH augmente le débit de production d’acides métaboliques (figure 39), mais cette 

augmentation est en trompe l’œil pour le test à TSH = 3 h sans extracteur, qui présente une concentration 

en métabolites dans le milieu réactionnel faible (tableau 20). Cette faible concentration en métabolites est 

associée à l’observation de bulles de gaz dans l’effluent, recirculant dans le BRM, pouvant être la cause d’une 

inhibition de la fermentation.  

L’essai à TSH = 3 h avec extracteur présente un métabolisme dynamique avec une production d’acides, 

notamment l’acétate, significativement supérieure au test sans extracteur. Cette nouvelle dynamique est 
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possible grâce à l’évacuation de l’H2 qui n’est plus renvoyé dans le module membranaire et montre que les 

limites de production d’H2 du BRM n’ont pas encore été atteintes. 

La réduction du TSH est associée à une meilleure productivité en H2 malgré une augmentation de la 

production d’acétate par homoacétogenèse. La présence de l’extracteur diminue le rapport B/A et augmente 

la production d’acétate par homoacétogenèse montrant que cette voie était particulièrement inhibée par la 

présence de gaz dans le milieu réactionnel. Ainsi, l’implémentation de l’extracteur de gaz à des TSH courts 

(< 6 h) permet de favoriser l’ensemble des voies métaboliques (productrices ou non d’H2).  

3. Effet de la surface des fibres dans le BRM 

Afin d’intensifier la production d’H2, un paramètre du BRM avait été identifié : l’augmentation de la surface 

des fibres (Ernst et al., 2015). Dans ce type de bioréacteur, les fibres servent à la fois à extraire les gaz du 

milieu réactionnel et à stabiliser le consortium microbien, limitant ainsi fortement le phénomène de lessivage 

des bactéries généralement observé sur les réacteurs fonctionnant en continu. En ce qui concerne la fonction 

de support de la croissance bactérienne des fibres, Renaudie et al. (2021a) ont mis en évidence la présence 

d’une couche bactérienne sur les fibres par microscopie électronique à balayage soulignant le rôle de la 

membrane pour la rétention de bactéries productrices d'hydrogène. La densité de cette couche était la plus 

importante dans la partie inférieure (près de l'entrée de l’alimentation). Concernant le rôle d’extraction des 

gaz produits, nous avons montré dans la partie précédente un plafonnement de l’extraction de l’H2 par les 

fibres à DAS élevé et à productivité importante en H2. Dans ce contexte, l’augmentation de la surface des 

fibres semble être un paramètre clé pour améliorer la capacité d’extraction des gaz in situ.  

3.1. Effet de la surface de fibres sur la production d’hydrogène 

Un nouveau module membranaire a été testé avec une surface de fibres doublée (0,49 m2) pour un volume 

utile de 300 mL soit une compacité (surface de contact divisée par le volume de bioréacteur) 3,3 fois 

supérieur au module de référence (1630 contre 500 m2/m3). Le bioréacteur a été inoculé en faisant circuler 

du fermentât issu du module de référence utilisé lors des tests précédents. Pour évaluer la capacité 

d’extraction des gaz liée à l’augmentation de la surface de fibres, un test sans extracteur L/G et un test avec 

extracteur L/G sont effectués. Le temps de séjour et le DAS sont légèrement différents selon le module 

utilisé : respectivement 3,0 h et 4,6 g/L/h pour le module de référence et 3,4 h et 4,1 g/L/h. Un DAS élevé i.e. 

un temps de séjour faible est choisi pour obtenir des débits de gaz importants.  

Les profils de débit de production d’H2 par litre de réacteur des deux tests avec et sans extracteur liquide-gaz 

pour les deux modules sont présentés sur la figure 40.  



 Chapitre 5  

154 
 

 

Figure 40 : Effet de la surface des fibres creuses dans le BRM sur le débit de production d’H2 par unité de volume du 
bioréacteur. Les temps de latence sont ajustés pour superposer les courbes de débits.  

Les productions d’H2 obtenues sur les profils sont relativement stables. Pour le test de fermentation avec le 

BRM à surface de fibres doublée (avec extracteur), l’augmentation du débit d’H2 à 13 h correspond à une 

réduction du TSH de 6 h à 3 h (3,4 h, en réalité) pour être conforme aux autres essais. On note pour le BRM 

à surface doublée que l’effet de l’extracteur liquide-gaz sur le débit d’H2 est toujours aussi important puisqu’il 

permet de stabiliser le débit à une valeur de 11 mL/L/min augmentée de 57 % par rapport à la configuration 

sans extracteur (7 mL/L/min).  

Par rapport au module de référence, le module à surface de fibres doublée permet d’obtenir un débit de 

production d’H2 légèrement supérieur (de 7 mL/L/min à 6 mL/L/min) ; notons que le DAS est 12 % plus faible 

pour le BRM à surface de fibres doublée. Le tableau 21 présente les performances de production d’H2. 

Tableau 21 : Effet de la surface de fibres sur les performances de production d’H2 des BRM testés avec et sans 
extracteur liquide/gaz 

Extracteur  
liquide / gaz 

Surface de fibres 
Productivité en H2 Rendement H2 

H2/CO2 
(mLH2/L/h) molH2/molglucose ajouté 

Avec Doublée 674 1,22 1,09 

Sans Doublée 425 0,77 0,80 

Avec Référence  536 0,86 1,02 

Sans Référence 342 0,55 0,99 

 

Le module à surface de fibres doublée permet d’augmenter la capacité d’extraction du réacteur puisqu’avec 

ou sans extracteur, la productivité et le rendement en H2 obtenus sont supérieurs (+25 %) malgré un DAS 

moins élevé. L’augmentation de la surface de fibres ne semble pas impacter significativement le rapport 

molaire H2/CO2. Toutefois, quel que soit le module utilisé, l’ajout de l’extracteur liquide-gaz permet d’extraire 

57 % d’H2 en plus. Ainsi, dans le nouveau module, avec une surface de fibre doublée, une proportion d’H2 

similaire est extraite par l’effluent comparativement au module de référence. 
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Les conditions hydrauliques du système pourraient expliquer ce phénomène. En effet, lors d‘une production 

importante d’H2 (> 6,5 LH2/L/j), de la mousse est générée dans le système pouvant entraîner une partie des 

gaz dans l’effluent. La présence de mousse en sortie du BRM a été mise en évidence au chapitre II sous l’effet 

surfactant des résidus de microorganismes (lipides, protéines) et du gaz présent dans le milieu réactionnel. 

Les tests à TSH = 3 h sont caractérisés par un temps de séjour dans la calandre faible (1,5 h, du fait du taux 

de recirculation fixé à 1) et une circulation des liquides rapide pouvant favoriser le passage des gaz dans 

l’effluent. De plus, l’observation du module à surface de fibres doublée après fonctionnement (figure 41) fait 

apparaître des dépôts de matière dans la calandre pouvant être liés à des volumes morts. 

 

Figure 41 : Photographie de l’intérieur de la calandre du module à taux de remplissage doublé de face (a) et de côté (b)  

Après plusieurs dizaines d’heures de fonctionnement, les dépôts de matières observés de manière localisée 

dans la calandre sont d’aspects (granuleux ou lisses) et de couleurs (gris ou blanc). La vue de face (figure 41a) 

fait apparaître deux zones distinctes d’accumulation de la matière dans la partie basse et dans la partie haute 

de la calandre d’aspect granuleux qui s’apparenterait à des agrégats bactériens. Sur la vue de côté (figure 

41b), on observe un dépôt important sur toute la hauteur de la calandre dont une zone blanche et d’aspect 

plutôt lisse.  

Ainsi, la production de mousse, le flux rapide de liquide et sa circulation inhomogène dans le bioréacteur 

pourraient contribuer à une extraction partielle des gaz par les fibres creuses, le reste étant entraîné par 

l’effluent.  
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3.2. Effet de la surface de fibres sur le métabolisme fermentaire à TSH > 6 h  

Les débits molaires de production de métabolites par unité de volume de bioréacteur et les indicateurs du 

métabolisme fermentaire en fonction de la surface de fibres sont présentés sur la figure 42 et dans le tableau 

22. Pour rappel, ces tests de fermentation étaient effectués à TSH = 3 ou 3,4 h et à DAS = 4,1 ou 4,7 g/L/h 

avec extracteur liquide gaz.  

 

Figure 42 : Effet de la surface des fibres sur la production de métabolites et la consommation de glucose 

Tableau 22 : Effet de la surface des fibres sur les indicateurs métaboliques lors de la fermentation obscure en BRM. 

Surface des 
fibres 

Teneur en 
métabolites 

(g/L) 

Consommation 
glucose 

( %) 
B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse 

(mmolacétate/L/h) 

Référence 5,3 90 % 1,1 0,52 3,3 

Doublée 4,5 92 % 1,4 0,79 1,2 

 

Les deux tests produisent des quantités quasi similaires de butyrate. Le test avec la surface de fibres doublée 

présente un métabolisme plus favorable à la production d’H2, qui se traduit par des rapports molaires B/A et 

𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 plus élevés malgré une plus faible vitesse de consommation du glucose et une diminution de la 

productivité en acétate lié à l’homoacétogenèse. Les voies de productions des autres métabolites sont peu 

exprimées : les productions d’éthanol, de lactate, de formiate et de propionate demeurent très faibles. 

Ainsi, la différence de production d’H2 s’expliquerait au niveau du métabolisme, celui-ci étant moins 

favorable à l’homoacétogenèse dans le module avec une surface de fibres doublée. La mise en place d’un tel 

métabolisme pourrait être liée à une réduction de la pression partielle en H2 liée à l’augmentation de la 

surface de membrane dans la calandre et à un enrichissement du consortium en bactéries productrices d’H2 

sous forme d’agrégats ou de biofilm recouvrant les fibres et métabolisant efficacement le glucose. La 
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consommation partielle, mais efficace du glucose (90 - 92 % en moyenne, tableau 22) montre également que 

les consortia bactériens ne sont pas en carence de substrat. Enfin, les conditions hydrauliques ne permettent 

certes pas d’homogénéiser parfaitement le milieu, mais pourraient être plus favorables à la production d’H2 

quand les fibres sont plus nombreuses notamment par une rétention de la biomasse bactérienne plus 

efficace sur et entre les fibres, et par un lessivage « doux » des bactéries à faible TSH qui permet de maintenir 

les bactéries dans un état métabolique favorable à la production d’H2 (i.e. le TSH serait légèrement supérieur 

au temps de doublement des bactéries).  

4. Effet de l’ajout de lactate dans l’alimentation du BRM  

L’ensilage de maïs est une biomasse contenant du lactate. Dans la perspective de mettre en œuvre cette 

biomasse pour une production continue, un substrat modèle d’une biomasse ensilée, composé de glucose 

(14 g/L), de lactate (1 g/L) et de nutriments est utilisé pour alimenter le BRM. L’objectif de cette étude est, à 

l’instar du chapitre III, de déterminer l’impact de l’ajout de lactate en termes de production et de 

métabolisme sur le fonctionnement du BRM. Le BRM (surface de fibre de référence) est opéré à TSH = 3 h 

représentant un débit d’alimentation en sucre de 4,6 g/L/h (25,6 mmol/L/h) et en lactate de 0,33 g/L/h 

(3,7 mmol/L/h).  

4.1. Effet du lactate sur la production d’hydrogène en BRM 

La figure 43 représente le profil de production d’H2 du BRM alimenté avec substrat modèle supplémenté en 

lactate (1 g/L).  

 

Figure 43 : Effet de l’ajout de lactate sur le profil de production d’H2 lors de la fermentation de substrat modèle. Les 
temps de latence sont ajustés pour superposer les courbes de débit d’hydrogène. 

Le profil de production est stabilisé, de légères variations de la production sont observables à partir de 57 h 

de fermentation. On note que l’ajout de lactate impacte positivement la productivité en H2 : des débits d’H2 

supérieurs à 10 mL/L/min sont atteints au cours de la fermentation. Les performances de production d’H2 

des tests sont présentées dans le tableau 23.  
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Tableau 23 : Effet de l’ajout de lactate dans le substrat sur les performances de production d’H2. 

 
Lactate  

Productivité en H2 Rendement H2 
Consommation 

du glucose 
H2/CO2 

 (mLH2/L/h) molH2/molglucose  

(molH2/molglucose + lactate ajouté) 
( %) 

TSH = 3 h 

DAS = 4,6 g/L/h 

0 g/L 536 0,86 90 % 1,02 

1 g/L 628 
1,07 

(0,94) 
81 % 1,04 

 

L’ajout de lactate permet d’atteindre une productivité de 628 mL/L/h soit un gain de +17 % par rapport à la 

référence, associé à un rapport molaire H2/CO2 proche de 1. Le rendement en H2 par mole de glucose de 

1,07 molH2/molglucose est supérieur à celui sans lactate alors que la consommation du glucose de 81,4 % est 

inférieure à celle de la référence.  

4.2. Effet du lactate sur le métabolisme  

Le métabolisme fermentaire des consortia et les indicateurs de production de métabolites sont présentés 

sur la figure 44 et dans le tableau 24. 

 

Figure 44 : Effet du lactate sur la productivité des métabolites et la vitesse de consommation du glucose par litre de bioréacteur. 

Tableau 24 : Effet du lactate sur les indicateurs du métabolisme fermentaire. 

TSH / DAS Lactate 
Métabolites 

(g/L) 
B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse 

mmolacétate/L/h 

3,0 / 4,7 
0 g/L 5,5 1,11 0,52 3,3 

1 g/L 4,4 2,05 0,98 0,1 

 

Sur le test avec l’alimentation supplémentée en lactate, notons qu’une partie du lactate est consommée au 

cours du régime de fonctionnement pseudo-stationnaire. La consommation du lactate représente en 

moyenne 2,1 mmol/L/h de lactate soit 56 % de l’apport en lactate par la solution d’alimentation. Les 

productions des acides co-produits avec l’H2 sont assez variables : la productivité du butyrate de la référence 
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est dans la barre d’erreur du test avec lactate et la productivité de l’acétate est plus faible lors du test avec 

ajout de lactate. Notons toutefois qu’une partie de l’acétate produit peut être co-consommé avec le lactate 

de manière équimolaire comme présenté au chapitre III, soit environ 2,1 mmol/L/h, ce qui représenterait 

environ 45 % du débit moyen d’acétate produit. Il en résulte une augmentation du rapport molaire B/A, un 

phénomène similaire à ce qui avait été observé lors de la fermentation de l’ensilage de maïs en semi batch 

au Chapitre III. Les productivités en éthanol sont faibles et une partie du potentiel de production d’H2 du test 

avec ajout de lactate est stocké sous forme de formiate. De manière remarquable, la concentration en acides 

organiques et en alcools est plus faible dans le fermentât du test avec lactate que dans la référence et ce 

malgré l’ajout initial de lactate. De plus, le métabolisme du test avec lactate est très favorable à la production 

d’H2 : la production d’acétate par homoacétogenèse est négligeable et le rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 est très 

proche de 1. Notons également l’absence de propionate, qui peut être produit à partir du lactate, comme 

décrit au chapitre III (paragraphe 4.6) selon l’équation 5.1. proposée par Saady (2013).  

𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 → 𝑃𝑟𝑜𝑝𝑖𝑜𝑛𝑎𝑡𝑒 + 𝑁𝐴𝐷+  (Eq. 5.1) 

Ainsi, l’ajout de lactate dans la solution d’alimentation permet une augmentation de la production d’H2 par 

une réorientation du métabolisme vers la voie du butyrate (augmentation du rapport B/A) et une diminution 

de la production d’acétate sans co-production d’H2. Au cours de la fermentation, les substrats (glucose et 

lactate) sont consommés partiellement. Dans la littérature, aucune étude n’a testé le potentiel de production 

d’H2 de substrat modèle supplémenté avec de l’acide lactique en fermentation continue. La consommation 

du lactate n’a été observée, en mode de production d’H2 continue, que dans des études avec des biomasses 

réelles contenant naturellement du lactate, par exemple, des vinasses de canne à sucre ou des déchets 

alimentaires (Alexandropoulou et al., 2018 ; Bernal et al., 2021). Le métabolisme du lactate au cours de la 

fermentation de biomasses réelles sera discuté au chapitre 8.  

5. Analyse des corrélations 

Une analyse statistique est réalisée sur l’ensemble des expériences de ce chapitre pour identifier des 

corrélations entre les différentes variables.  

La figure 45 présente l’évolution de la productivité en H2 en fonction du débit d’alimentation en substrat et 

une analyse en composante principale ciblant les variables d’alimentation, de production de métabolites et 

de gaz. 
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Figure 45 : Effet du débit d’alimentation en substrat par litre de bioréacteur sur la productivité en H2 (a) et analyse en 
composante principale des paramètres d’alimentation du BRM et des caractéristiques de production d’H2 et du 
métabolisme (b). Les données de l’ACP ne prennent pas en compte les tests à DAS supérieurs à 2,3 g/L/h sans extracteur 
liquide-gaz. 

D’après la figure 45a, l’augmentation du DAS a un effet positif sur la productivité en H2. Celle-ci augmente 

avec le DAS de manière quasi linéaire entre 0,6 g/L/h et 2,3 g/L/h. À des DAS supérieurs, on note deux 

tendances : l’augmentation de la productivité en H2 plafonne lors des tests de fermentation sans extracteur 

liquide/gaz et à l’inverse, elle continue d’augmenter lorsque l’extracteur est mis en place. Cette tendance 

pourrait être affinée avec des tests de fermentation à des DAS intermédiaires et suggérerait que des gains 

de productivité en H2 peuvent être atteints avec le BRM alimenté avec des DAS plus élevés et en optimisant 

l’extraction des gaz par les fibres creuses.  

Une analyse en composante principale (ACP) basée sur les corrélations de Pearson est effectuée en excluant 

les tests à DAS supérieurs à 2,3 g/L/h sans extracteur liquide-gaz (figure 45b). Les deux composantes F1 et F2 

expliquent 75 % de la variabilité des données. D’après l’ACP, la productivité en H2 est corrélée positivement 

avec le rapport molaire H2/CO2, la productivité en butyrate, le débit d’alimentation en substrat et la 

productivité en acétate. La corrélation entre le butyrate, l’acétate et la productivité en H2 confirme que ces 

métabolites sont bien co-produits avec l’hydrogène même si la production d’acétate est partiellement 

corrélée avec l’homoacétogenèse. Le rapport molaire H2/CO2 augmente avec la productivité en H2 signifiant 

que plus les consortia produisent de l’H2 et plus le gaz extrait du bioréacteur est riche en H2. Cette corrélation 

suggérerait un lien entre l’aspect quantitatif de la production, décrit par la productivité et l’aspect qualitatif 

dont l’indice est le rapport molaire H2/CO2. Notons que la productivité en éthanol, voie productrice de CO2, 

est anti corrélée au rapport H2/CO2 et à la productivité en hydrogène. 

Par ailleurs, la productivité en H2 est corrélée négativement avec le TSH et le taux de consommation de 

glucose. La corrélation négative entre le taux de consommation du glucose et les variables de production 
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d’H2 suggère qu’une quantité résiduelle doit rester dans le milieu réactionnel pour obtenir une productivité 

d’H2 élevée. Si la consommation des sucres est totale, les bactéries peuvent souffrir d’une carence en substrat 

qui limiterait leur croissance et donc la production d’H2. L’augmentation du DAS par réduction du TSH 

permettrait de conserver une quantité résiduelle de glucose en sortie du bioréacteur.  

Le rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 est faiblement corrélé avec les rendements en H2, ce qui permet de lier les 

variables d’efficacité du métabolisme pour la production d’acides à celle de l’efficacité de la conversion des 

sucres en H2. Par ailleurs, le rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 est négativement corrélé avec l’homoacétogenèse. Cette 

observation est logique et conforme aux attentes puisque le rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 sert à évaluer l’efficacité 

du métabolisme en comparant la production d’H2 à la production d’acides dont l’acétate.  

6. Positionnement par rapport à la littérature 

Les performances de production d’H2 de cette étude sont présentées dans le tableau 25 et comparées à celle 

de la littérature sur la bioproduction d’H2 en réacteur en mode continu à partir de substrat modèle.  

Le tableau 25 regroupe plusieurs types de bioréacteurs mettant en œuvre une stratégie de rétention des 

bactéries (réacteur à boues granulaires, à lit fixe et bioréacteur membranaire). Les études citées ont optimisé 

la productivité et le rendement en H2 de leur système en fonction du DAS. Les DAS optimaux s’échelonnent 

de 0,9 à 10 g/L/h. Ils sont mis en place grâce à des TSH faibles entre (0,8 et 8 h) et permettent ainsi d’obtenir 

des productivités importantes et démontrent le succès des méthodes employées pour maintenir les bactéries 

dans le bioréacteur.  

L’utilisation de substrat modèle permet d’obtenir des rendements de conversion du glucose en H2 compris 

entre 0,86 et 2,33. Le rendement en H2 semble dépendre du type de bioréacteur. Les meilleurs rendements 

sont obtenus avec des CSTR couplés à un module de filtration ex-situ (S/L) à membrane dynamique (Park et 

al., 2018) ou avec CSTR qui comportent un module in situ d’immobilisation de la biomasse bactérienne (lit 

fixe) (Anburajan et al., 2017 ; Pugazhendhi et al., 2017).  
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Tableau 25 : Performances de production d’H2 obtenues en BRM et comparaison avec la littérature 

Bioréacteur 
Inoculum  
(Prétrait.) 

Température 

DAS / TSH 
(g/L/h) / (h) 

Productivité 
(mL/L/h) 

Rendement  
molH2/molsubstrat ajouté Référence 

Boues granulaires 
Boues anaérobies 

(100°C, 15 min) 
1 / 8 183 1,47 

Si et al. (2015) 

Lit fixe 35°C 4 / 2 444 0,89  

Boues granulaires 
Cultures mixtes 

enrichies 
2,5 / 4 554 1,38 Kongjan  

 et al. (2019) 
Lit fixe 55°C 2,5 / 4 629 1,57 

Hybride CSTR/Lit 
fixe 

Boues anaérobies* 
(90°C, 30 min) 

37°C 
7,5 / 2 2192 2,0 

Anburajan  
 et al. (2017) 

Hybride CSTR/Lit 
fixe 

Boues anaérobies* 
(90°C, 30 min) 

37°C 
10 / 1,5 3266 2,33 

Pugazhendhi  
 et al. (2017) 

BRM 
Solide/Liquide 

Boues de STEP 
(BES, 10 mM) 

35°C 
- 751 1,58 

Noblecourt  
 et al. (2017) 

BRM 
Solide/Liquide 

Boues anaérobies 1,2 / 8 155 0,95 
Shen et al. (2010) 

23°C 0,9 / 8 191 1,57 

BRM 
Solide/Liquide 

Boues de STEP 
(90°C, 20 min) 

37°C 
7,9 / 0,8  1670 1,00 Kim et al. (2006) 

BRM 
Solide/Liquide 

Boues de STEP 
(80°C, 20 min) 

35°C 
1,8 / 9 242 1,03 Lee et al. (2010) 

Membrane 
dynamique 

Solide/Liquide 

Boues anaérobies* 
(90°C, 30 min) 

37°C 
5 / 3 2038 2,80 Park et al. (2020) 

BRM 
Liquide/Gaz 

 
(Surface de fibres 

doublée) 

Pas d’inoculation 
(flore du réacteur) 

4,6 / 3 536 0,86 

Cette étude 
37°C 

4,1 / 3,4 674 1,22 

* Inoculum identique  

Kongjan et al. (2019) et Si et al. (2015) comparent les performances de production de réacteurs à boues 

granulaires et à lit fixe. Les conclusions des études de Kongjan et al. (2019) et Si et al. (2015) semblent 

contradictoire : en condition mésophile, Si et al. (2015) montre que le réacteur à boues granulaires a une 

plage de fonctionnement limitée (DASopti = 1 g/L/h) par rapport au réacteur à lit fixe qui fonctionne à un DAS 

supérieur, produisant plus d’H2, mais avec un moins bon rendement. En condition thermophile, Kongjan et 

al. (2019) obtiennent des performances de production d’H2 plus favorables pour la configuration à lit fixe. 

Les rendements obtenus dans notre étude sont comparables au réacteur à lit fixe de Si et al. (2015) opéré en 

condition mésophile et sont inférieurs à ceux de Kongjan et al. (2019), montrant que la fermentation en 

condition thermophile permet d’augmenter le rendement en H2 en contrepartie d’un coût énergétique plus 

important.  
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La configuration membranaire de BRM la plus utilisée dans la littérature est la séparation solide/liquide. Sur 

ce type de configuration, l’étude Noblecourt et al. (2017) présente les performances les plus proches des 

nôtres malgré une alimentation en mode semi-continue. Lee et al. (2010) et Shen et al. (2010) mettent en 

œuvre leur réacteur à faible DAS et obtiennent des rendements comparables aux nôtres. Les productivités 

en H2 obtenues par Kim et al. (2006) sont élevées en raison d’un DAS élevé (7,9) ; le rendement est moins 

élevé que les autres études. La technologie de membranes dynamiques développée par Park et al. (2018) 

présente les meilleurs rendements et productivités en H2 parmi les BRM à séparation solide/liquide. Cette 

technologie serait limitée à TSH faible (2 h) par les contraintes de cisaillement qui limitent la formation du 

biofilm qui constitue la membrane dynamique.  

De manière remarquable, les BRM à séparation solide/liquide (hormis les membranes dynamiques) 

permettent d’obtenir des rendements s’échelonnant de 0,95 - 1,58, un intervalle identique aux réacteurs 

sans agitation (lit fixe et lit fluidisé).  

D’après le tableau 25, plusieurs pistes pourraient permettre d’améliorer le rendement du BRM testé. Tout 

d’abord, notons que dans les études présentées, la productivité est corrélée positivement au DAS élevé. Ainsi, 

les données de la littérature suggèrent que l’augmentation du DAS par réduction du TSH ou à TSH constant 

en augmentant la concentration en glucose de la solution d’alimentation nous permettrait potentiellement 

d’améliorer encore la productivité en H2 du BRM testé, d’autant plus que le réacteur ne présente pas de 

signes de « surcharge » (production de lactate) comme l’observent Si et al. (2015). Park et al. (2018) 

observent une amélioration significative du rendement en H2 (de 1,7 à 2,8 molH2/molsubstrat ajouté) 

consécutivement à une réduction du TSH de 6 h à 3 h qui est expliquée par la mise en place de la membrane 

de séparation liquide/liquide. D’un point de vue métabolique, Si et al. (2015) notent une amélioration de la 

productivité par une réduction de l’homoacétogenèse à TSH faible. Comme le montrent Pugazhendhi et al. 

(2017), l’augmentation du DAS par réduction du TSH semble donc tout à fait envisageable malgré les risques 

de lessivage à des TSH proches de 1.  

Park et al. (2018) et dans une moindre mesure Anburajan et al. (2017) présentent des DAS et TSH proches de 

ceux de notre étude, mais leurs rendements sont supérieurs aux nôtres. Cet écart pourrait s’expliquer d’un 

point de vue microbiologique : au cours des tests fermentaires, les auteurs de ces études identifient des 

consortia très riches en bactéries Clostridium butyricum (88 %). Ces bactéries proviennent du même 

inoculum, prétraité à 90°C pendant 30 min, issu d'un réacteur à lit de boues anaérobie pour l’épuration des 

eaux usées d’origine brassicole de Cheongju (Corée du Sud) d’où émergent ces bactéries qui ont des 

performances de production d’H2 exceptionnelles (rendement supérieurs à 2 molH2/molsubstrat ajouté). Notons 

que dans notre cas, aucun ensemencement n’a été réalisé depuis le démarrage des travaux expérimentaux 

dans le BRM utilisé (soit 21 mois entre l’ensemencement et les premières fermentations de ce projet de 

thèse), un renouvellement des bactéries immobilisées dans le bioréacteur selon la méthode élaboré par Clion 

(2016) pourrait contribuer à améliorer le rendement de production de notre BRM.  
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D’un point de vue métabolique, Park et al. (2018) et Noblecourt et al. (2017) montrent le bénéfice des 

membranes de séparation solide/liquide sur le rendement de production. Même si les concentrations en 

métabolites observées dans notre étude (environ 5 g/L) sont très inférieures au seuil d’inhibition (12,5 g/L) 

déterminé par Noblecourt et al. (2017), l’extraction des acides pourrait favoriser les voies de production d’H2.  

Pour améliorer les performances fermentaires, l’optimisation du milieu réactionnel et notamment 

l’utilisation d’une solution d’oligoéléments, comprenant de manière non exhaustive du manganèse du cuivre 

et du cobalt qui sont utilisés par Anburajan et al. (2017), Park et al. (2018) et Pugazhendhi et al. (2017), 

pourrait être envisagé. Kim et al. (2006) utilisent un milieu empirique (ajout de peptone et d’extrait de levure) 

pour garantir un apport en nutriments au consortium fermentaire. L’ajout d’un désoxygénant comme la 

L - cystéine pourrait être considéré afin de maintenir des conditions anaérobies dans les bioréacteurs.  

D’un point de vue technologique, les BRM à séparation solide/liquide et les CSTR à lits fixes permettent 

d’obtenir des rendements importants, ce qui souligne l’intérêt de concentrer la biomasse bactérienne dans 

le bioréacteur. En effet, d’après Shen et al. (2009), les performances des BRM sont supérieures à celles des 

CSTR à DAS élevés et à TSH faibles. Les BRM à séparation solide/liquide mis en œuvre dans la littérature 

nécessitent un système d’agitation qui n’est pas nécessaire pour notre module, mais qui permet une 

homogénéisation optimale du milieu. Ces BRM nécessitent également une maintenance rigoureuse en raison 

des risques de colmatage des membranes de filtration même si des technologies alternatives sont en 

développement avec l’utilisation de membranes dynamiques. 

7. Conclusion  

Cette étude sur le BRM L/G développé par le laboratoire, alimenté avec substrat modèle, a permis de mettre 

en évidence un gain de productivité (+20 %) grâce à l’utilisation de la boucle de recirculation pour un taux de 

recirculation de 1.  

L’étude sur l’effet du temps de séjour a montré que le rendement H2 pouvait être maintenu 

(> 1,1 molH2/molglucose ajouté) sur des temps de séjour de 6 h à 10 h. À TSH plus faible, la productivité en H2 

augmente, ce qui signifie que l’optimum de production n’a pas été encore atteint. Il serait donc intéressant 

d’approfondir le fonctionnement du BRM à un DAS supérieur par diminution du TSH ou par augmentation de 

la concentration en glucose de la solution d’alimentation.  

Toutefois, le fonctionnement du BRM à DAS important (4,6 g/L/h) a fait apparaître des limites en termes de 

rendement en H2 liées à une extraction partielle des gaz. Il a été montré que la capacité maximale d’extraction 

des gaz par les fibres a été atteinte et qu’une partie des gaz est évacuée par l’effluent.  

Une première stratégie consistant à utiliser un dispositif additionnel d’extraction liquide-gaz a été testée et 

a permis de récupérer les gaz dans l’effluent quand la productivité en H2 est supérieure à 340 mLH2/L/h 

(8 LH2/L/j). La seconde stratégie a été de doubler la surface des fibres dans le module, ce qui a permis un gain 
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de rendement en H2 de 40 % par rapport au module de référence. Couplé avec le dispositif d’extraction 

liquide/gaz, le nouveau module a amélioré significativement le rendement (1,22 molH2/molsucres, +121 %) et 

la productivité en H2 (16,2 LH2/L/j, +97 %).  

Dans la perspective d’alimenter le BRM avec des biomasses ensilées contenant naturellement du lactate, 

l’ajout de lactate (1 g/L) dans la solution d’alimentation modèle a été testé et a eu un effet positif (+17 %) sur 

la productivité en H2 du BRM. Ce résultat est remarquable puisque l’ajout de lactate n’avait pas eu d’impact 

sur la production d’H2 d’une solution de substrat modèle en réacteur semi-batch.  
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Chapitre VI : Prétraitement pour le fractionnement de la biomasse 

 

1. Introduction 

Le fonctionnement du bioréacteur membranaire à séparation liquide/gaz (BRM) impose une contrainte 

technique avec l’utilisation d’un substrat nécessairement liquide, capable de circuler dans le bioréacteur. Le 

fractionnement par trempage solide liquide à froid, bien que facile à mettre en œuvre est peu développé 

dans la littérature. En se basant sur les connaissances propres du laboratoire, plusieurs protocoles sont 

proposés pour préparer la biomasse d’ensilage de maïs afin d’alimenter le BRM. La figure 46 présente le 

procédé de fractionnement de la biomasse étudié dans ce chapitre.  

 

Figure 46 : Préparation d'une solution d'alimentation du BRM par fractionnement de la biomasse 

Le principe de la préparation de la biomasse est l’extraction des sucres et des éléments fermentescibles 

solubles par une étape de trempage dans l’eau, sous agitation suivie d’une étape de filtration. Une fraction 

liquide (filtrat) destinée au BRM et un résidu solide valorisable sont ainsi obtenus et pour lesquels le potentiel 

de production d’hydrogène sera testé en réacteur semi-batch. 

La préparation de la biomasse inclut souvent une étape facultative de prétraitement pour améliorer 

l’extraction des sucres dans la phase liquide, l'un des inconvénients de la méthode d'extraction par l'eau 

étant que la concentration en sucres dans le filtrat extrait est généralement assez faible (Jia et al., 2013). 

Ainsi, dans un objectif d’augmenter la teneur en matières facilement fermentescibles dans la phase soluble, 

le broyage est choisi comme prétraitement. En effet, le broyage détruit partiellement la structure de la fibre 

végétale et des tissus et réduit la taille des particules i.e. l’augmentation du rapport surface sur volume, 

(Ghimire et al., 2015 ; Montgomery and Bochmann, 2014). D’après Jia et al. (2013) ; ces deux effets accélèrent 

et améliorent la diffusion des molécules solubles vers la phase liquide. D’un point de vue fermentaire, le 

broyage tend à améliorer la digestibilité du substrat en réduisant la taille des polymères et la cristallinité de 

la cellulose (Amin et al., 2017). Nous nous attendons à ce que le broyage améliore d’une part, l’extraction 

des sucres vers la phase liquide et d’autre part, l’accès des bactéries et des enzymes au substrat conduisant 

à une augmentation substantielle de la production d’H2 par voie fermentaire. 
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Ce chapitre propose donc d’étudier le potentiel de production d’H2 des fractions obtenues à l’issue du 

trempage dans l’eau à partir de la biomasse d’ensilage de maïs, dans un premier temps et pour intensifier la 

méthode d'extraction par l'eau, de le comparer à des fractions obtenues après prétraitement mécanique de 

broyage de la biomasse. Ainsi, l’effet du broyage sur le potentiel de production d’H2 sera étudié sur la 

biomasse entière puis sur les différentes fractions obtenues après trempage. Une démarche analogue sera 

appliquée à l’ensilage de seigle dans un second temps. 

2. Utilisation du broyage comme prétraitement mécanique pour la fermentation 

obscure 

Même si le broyage est un prétraitement mécanique qui consomme de l’énergie pouvant être considéré 

économiquement non viable par Amin et al. (2017) lors d’un procédé de fermentation anaérobique 

(production de biohydrogène et de biogaz), force est de constater que le broyage est très fréquemment 

utilisé pour préparer la biomasse avant un prétraitement thermochimique ou biologique (Soares et al., 2020). 

Il contribue également à l’homogénéisation du stock de biomasse (Benito Martin et al., 2017). Notre choix 

d’utiliser le broyage de la biomasse est motivé par le nombre important d’études utilisant des constituants 

de la plante de maïs comme substrat pour la fermentation obscure et mettant en œuvre un broyage (Chapitre 

I). En outre, ce traitement présente l’avantage de n’utiliser aucune molécule chimique (intrants) ou de 

générer des effluents chimiques pouvant impacter négativement les performances de production 

d’hydrogène (Amin et al., 2017) ; il peut cependant potentiellement favoriser le relargage d’inhibiteurs 

naturellement présents dans la biomasse. Plusieurs outils de broyage sont décrits dans la littérature 

(Montgomery et Bochmann, 2014) : les broyeurs à lames génèrent des morceaux de petite taille et les 

broyeurs à marteaux produisent des morceaux fins et fibreux. Le paramètre étudié lors du broyage est la 

taille des particules, mesurée par le passage au travers d’un tamis. Elle est arbitrairement séparée en trois 

catégories : broyage grossier, broyage moyen de plusieurs millimètres, et broyage fin à l’échelle 

micrométrique.  

Spécifiquement sur l’ensilage de maïs, en plus du hachage agricole lors de la récolte, d’autres prétraitements 

mécaniques sont effectués (tableau 26). Le tableau 26 présente les prétraitements mécaniques appliqués à 

l’ensilage de maïs avant la fermentation obscure. 
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Tableau 26 : Prétraitements mécaniques et rendement de production d’hydrogène de l’ensilage de maïs dans la 
littérature (9 études). 

Référence Taille du broyage 
Seuil de 
coupure 

Inoculum 
Rendement 
(LH2/kgMS) 

Nkemka et al. (2015) Hachage initial - Boues de méthaniseur 56 

Nikolajeva et al. (2015) Hachage initial - Endogène < 10 

Kyazze et al. (2008) Extracteur de jus - Boues de STEP 62,4 

Cieciura-Włoch et Borowski (2019) Moyen 0,3 - 13 mm Boues de STEP prétraitée 260 

Tenca et al. (2011) Fin 1,0 mm Inoculum mixte 108 

Benito Martin et al. ( 2017) Fin 0,75 mm Boues anaérobies 32,6 

Manzini et al. (2015) Fin 0,5 mm Inoculum mixte 106 

Gómez-Camacho et al. (2021)  Fin non précisé Boues anaérobies 20 

Dauptain et al. (2020) Fin non précisé Endogène 143 ± 11 

 

Deux études, Nikolajeva et al. (2015) et Nkemka et al. (2015), utilisent l’ensilage de maïs sans prétraitement 

pour la production d’hydrogène alors que la majorité des autres études effectue un broyage supplémentaire 

avant de mettre en œuvre le maïs ensilé. Notons l’utilisation d’un extracteur de jus utilisé par Kyazze et al. 

(2008), la biomasse testée étant le jus d’ensilage de maïs, facile à mettre en œuvre. Le broyage améliore le 

rendement de production en H2 ;en effet, les rendements les plus importants sont obtenus après ce 

prétraitement (tableau 26). Cependant, à ce jour, aucune étude rigoureuse n’a été mise en œuvre pour 

attester de l’impact du broyage sur le potentiel de production d’H2 de l’ensilage de maïs. Nkemka et al. (2015) 

obtiennent par ailleurs un rendement intéressant (56 mLH2/gMS) avec de l’ensilage brut de maïs non broyé. 

Plus le broyage est fin, plus il est difficile à mettre en œuvre, il convient donc de définir la taille critique à 

partir de laquelle le broyage n’améliore plus le rendement de production d’H2. Song et al. (2014) étudient 

l’impact de la taille des particules sur la production d’hydrogène en utilisant des tamis permettant d’obtenir 

des particules de diamètre compris entre 149 et 420 µm. À ces ordres de grandeur, l’effet du broyage est 

insignifiant tant sur la production d’hydrogène (+2 %) que sur la phase de latence. Dumas et al. (2015) ont 

mené une démarche analogue en utilisant la paille de blé comme substrat. L’effet du broyage sur 

l’augmentation du rendement en biogaz (méthane) est maximal quand la taille des particules est réduite à 

1 mm. Dans la littérature, le séchage de la biomasse est systématiquement réalisé avant broyage pour 

faciliter le prétraitement et obtenir des granulométries fines. 

Le broyage apparaît nécessaire à mettre en œuvre pour la fermentation d’une biomasse. La granulométrie 

des particules pour optimiser la production d’H2 semble donc le principal facteur à optimiser pour limiter le 

coût énergétique du broyage (Mosier, 2005). 

Ainsi, sur la base de ces travaux, une taille de particules inférieure au millimètre est retenue pour déterminer 

l’impact du broyage sur les performances en fermentation de la biomasse entière et des différentes fractions 

(filtrat et résidu) avec pour notre étude, la spécificité d’un travail sans inoculum bactérien permettant la fois 



 Chapitre 6  

170 
 

d’observer l’effet du broyage sur la biomasse (prétraitement mécanique) et sur la flore endogène (stress 

pendant le broyage : aération et conversion de l’énergie mécanique en énergie thermique). 

3. Effet du broyage sur la fermentation endogène de l’ensilage de maïs frais et 

congelés  

Préalablement aux expériences de trempage, l’effet du broyage sur la biomasse entière est testé. Pour 

chaque lot (lot 1 et lot 2), plusieurs biomasses avec des températures de stockage différentes (4°C, -20°C) 

sont prétraitées par le broyage. 

3.1. Effet du broyage sur la fermentation obscure de l’ensilage de maïs (lot 1)  

Deux biomasses issues du lot 1 d’ensilage de maïs ont été sélectionnées pour le prétraitement de broyage : 

de l’ensilage de maïs congelé et de l’ensilage de maïs stocké 70 - 80 jours à 4°C. L’ensilage de maïs stocké 

70 - 80 jours à 4°C a été utilisé pour pouvoir tester l’effet du broyage sur un lot d’ensilage sortant du silo. 

Dans le chapitre IV, il a été montré que le stockage de la biomasse à 4°C pendant une durée de 70 jours avait 

un effet positif sur le potentiel H2 de la biomasse d’ensilage. 

3.1.1. Production d’hydrogène et métabolisme fermentaire  

La figure 47 présente l’effet du broyage sur la production d’hydrogène en réacteur en mode semi batch par 

fermentation endogène des biomasses d’ensilage de maïs issues du lot 1. 

 

Figure 47 : Effet du broyage de la biomasse d’ensilage de maïs congelé ou stockée 70 - 80 jours à 4°C sur le potentiel de 
production d’hydrogène : production cumulée d’H2 (a) et la production de métabolites (b) Les barres d’erreur rendent 
compte de la variabilité (n = 2, excepté pour l’échantillon congelé et broyé : n = 3). 
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Le tableau 27 présente l’effet du broyage sur les paramètres de performances de la production d’hydrogène 

par fermentation obscure et ceux de l’équation de Gompertz.  

Tableau 27 : Effet du broyage sur des biomasses d’ensilage de maïs stockées sous différentes conditions, paramètres de 
production d’hydrogène en fermentation obscure et paramètres de l’équation de Gompertz 

Stockage Traitement 
Production Rendement Productivité max Rapport 

H2/CO2 (mLH2/Lbioréacteur) (mLH2/gMS) (molH2/molsucres) (mLH2/L/h) 

4°C (< 80 j) 

Référence 920 ± 25 38,1 ± 1,0 0,41 ± 0,02 128 ± 21 0,62 ± 0,01 

Broyé 2460 ± 83 103,8 ± 3,5 1,07 ± 0,04 286 ± 58 1,15 ± 0,02 

Congelé 

Référence 690 ± 80 26,5 ± 1,3 0,27 ± 0,03 58 ± 15 0,59 ± 0,01 

Broyé 1300 ± 67 54,9 ± 2,9 0,57 ± 0,03 158 ± 44 0,68 ± 0,05 

 

Le broyage a une action significative sur le potentiel de production d’hydrogène de la biomasse, quel que soit 

le mode de stockage, et ce, à tous les niveaux : augmentation de la production, du rendement et de la 

productivité maximale en H2 et du rapport molaire H2/CO2 (tableau 27). Pour la biomasse stockée à 4°C, cela 

s’explique notamment par une productivité initiale très importante, d’environ 250 mL/LH2/h équivalente à 

des débits supérieurs à 3 mL/min et qui est maintenue entre 8 et 15 heures : le temps de latence (8 h) n’ayant 

pas été impacté par le broyage. La production d’hydrogène obtenue avec l’ensilage de maïs congelé et broyé 

est également supérieure à celle obtenue avec de l’ensilage congelé non broyé. La cinétique de production 

d’hydrogène à partir de l’ensilage de maïs congelé et broyé s’effectue en deux phases distinctes de 

production : une première phase intense qui dure 8 h qui est immédiatement suivie par une phase de 

production plus longue (environ 24 h) de plus faible productivité. 

Les gains obtenus avec le broyage de la biomasse sont variables selon le mode de stockage. Sur la biomasse 

stockée à 4°C, le broyage améliore le rendement de production d’H2 de 172 % et la productivité de 123 % par 

rapport à la référence non broyée. Sur la biomasse congelée, le broyage permet d’améliorer le rendement 

de 107 % et la productivité de 172 %. Le rapport molaire H2/CO2 obtenu avec les biomasses broyées (0,68 à 

1,15) est supérieur à celui de la biomasse non broyé (0,59 à 0,62) mettant en évidence une amélioration du 

métabolisme microbien. 

D’un point de vue métabolique (figure 47b), le butyrate et l’acétate sont les principaux métabolites analysés 

dans les échantillons prélevés. La quantité de butyrate produit par les ensilages broyés est significativement 

supérieure (39,3 mM et 36,0 mM) aux ensilages de référence (23,8 mM et 22,5 mM). Ainsi, lors de la 

fermentation de biomasse broyée, on assiste à une réorientation du métabolisme bactérien vers la voie du 

butyrate. Une diminution de l’activité des voies de l’acétate non productrices d’H2 est également observée. 

Ce phénomène est particulièrement remarquable dans le cas de l’ensilage stocké à 4°C et broyé et est moins 

marqué lors de la fermentation de biomasse congelée et broyée. Cela se traduit par une augmentation du 

rapport molaire B/A lors de la fermentation de la biomasse broyée. Concernant les autres métabolites, le 
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broyage permet de réduire la production d’éthanol lors de la fermentation de biomasse stockée à 4°C et de 

réduire la production de propionate associée à une augmentation de la production d’acétate lors de la 

fermentation de la biomasse congelée. 

3.1.2.  Effet du broyage sur les consortia bactériens 

L’objectif est d’analyser les effets du broyage sur les consortia bactériens développés lors de la fermentation 

obscure. La figure 48 présente un comparatif des consortia bactériens de l’ensilage de maïs (lot 1) selon les 

températures de stockage (4°C et -20°C) et le prétraitement par broyage de la biomasse. 

 

Figure 48 : Effet du broyage sur les consortia bactériens issues de la fermentation de l’ensilage de maïs (lot 1) stocké 
70 - 80 jours à 4°C et congelée (-20°C). 

Au cours de la fermentation (prélèvements aux environs de 24 h), les consortia bactériens majoritaires 

appartiennent au genre Clostridium avec une abondance supérieure à 70 % à l’exception de celui de la 

biomasse congelée non broyée (46 %).  

Concernant les expériences de la biomasse stockée à 4°C, la différence majeure entre les consortia est 

l’espèce bactérienne qui prédomine parmi les Clostridii : Clostridium butyricum/ beijerinckii /diolis (70 %) 

pour la référence (non broyée) et Clostridium intestinale (51 %) pour la biomasse broyée. Les principales 

différences sur l’abondance des espèces secondaires sont la présence d’Enterobacter (8 %) et l’absence de 

Coprococcus sp. dans la biomasse de référence et la présence de Coprococcus sp. (10 %) et de peu 

d’Enterobacter (< 5 %) pour la biomasse broyée alors que l’abondance relative des Enterococcus spp. est 

équivalente dans les deux échantillons. 

Le consortium bactérien de la référence correspondant à l’ensilage de maïs congelée est dominée par un trio 

de genres : Clostridium (46 %), Enterococcus (29 %) et Escherichia (18 %) alors que pour le test congelé et 

broyé le genre majoritaire est Clostridium (74 %), accompagné par des Coprococcus sp. (12 %) ; les autres 
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genres étant moins abondants. En ce qui concerne les espèces du genre Clostridium des biomasses congelées, 

les échantillons broyés et non broyés présentent une proportion similaire de Clostridium sp. (26 %) et de 

C. ljungdahlii (7 %). En revanche, le taxon Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis est plus abondant dans la 

biomasse congelée et broyée, 40 %, contre 13 % pour la biomasse non broyée. 

Ainsi, le prétraitement de la biomasse d’ensilage de maïs par broyage donne lieu, lors de la fermentation, au 

développement de bactéries appartenant au genre Clostridium (75 %), Coprococcus en proportion plus faible 

(10 -12 %) et de taxons secondaires différents suivant la température de stockage. Dans le cas de la biomasse 

stockée à 4°C, Clostridium intestinale est majoritaire avec Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis alors que 

pour la biomasse congelée, Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis domine avec Clostridium sp. (26 %). Les 

autres genres bactériens Enterococcus, Escherichia et Enterobacter restent minoritaires dans le consortium 

(inférieurs à 5 % d’abondance relative). 

Ainsi, la production d’hydrogène à débit élevé de la biomasse congelée serait liée à la bactérie Clostridium 

butyricum/beijerinckii/diolis et à la bactérie Clostridium intestinale pour la biomasse stockée à 4°C. 

La présence de C. intestinale associée à d’excellentes performances de production d’hydrogène est 

remarquable. En effet, dans la littérature, les performances de Clostridium intestinale, bactérie aérotolérante 

(Gossner, 2006 ; Lee et al., 1989), pour la production d’hydrogène ont été assez peu étudiées par rapport aux 

autres Clostridii. Cette bactérie est productrice d’hydrogène par la voie du butyrate. Le manuel Bergey (De 

Vos et al., 2009) classe Clostridium intestinale parmi les bactéries les plus efficaces pour la production 

d’hydrogène. De surcroît, elle est proche génétiquement de bactéries plus étudiées pour la fermentation 

obscure : C. butyricum et C. beijerinckii (Lal et al., 2013). La souche Clostridium intestinale URNW, isolée par 

Ramachandran et al. (2011) dans un stock de cellulose contaminé a été caractérisée par Lal et al. (2013). Elle 

est capable de convertir des biomasses en bioéthanol ou en vecteur énergétique comme l’hydrogène avec 

un rendement de 1,3 molH2/molhexose. Cette bactérie gram positive anaérobie est également capable de se 

développer sur des substrats divers tels que la cellobiose, les hexoses et les polyols. Le temps de génération 

en croissance sur milieu cellobiose (2 g/L) est estimé à 1,5 h. Parmi les métabolites produits, Ramachandran 

et al. (2011) relèvent la présence de formiate, lactate, butyrate, acétate, pyruvate et éthanol, ce qui est 

cohérent avec les observations de Gossner (2006) sur une autre souche de Clostridium intestinale isolée dans 

des homogénats de racines Juncus roemerianus. Wu et al. (2006) rapportent la présence de C. intestinale en 

suspension dans un bioréacteur continu (temps de séjour liquide de 4h et teneur en substrat de 27gsaccharose/L) 

et plus récemment, les travaux de Rombouts (2020) relèvent l’enrichissement d’un inoculum de rumen de 

bovin en C. intestinale lors d’une fermentation de glucose et d’un mélange de glucose et xylose en 

bioréacteur continu. L’abondance de C. intestinale est corrélée le plus souvent avec la production de 

butyrate. Ces résultats suggèrent que la souche de C. intestinale est capable de fermenter le xylose, ce qui 

n’était pas le cas pour les souches décrites par Gossner (2006) et Ramachandran et al. (2011). 



 Chapitre 6  

174 
 

Le broyage est un prétraitement mécanique qui améliore nettement le potentiel hydrogène du lot 1 

d’ensilage de maïs. Les fermentations obscures de l’ensilage de maïs broyé présentent un métabolisme plus 

favorable à la production d’hydrogène, qui repose sur une production de butyrate importante et une 

diminution de l’homoacétogenèse par rapport à la biomasse brute de référence. Ce métabolisme est associé, 

en cours de fermentation, à des consortia riches en Clostridii. 

3.2. Effet du broyage sur l’ensilage de maïs lot 2. 

Une démarche analogue est appliquée à l’ensilage de maïs lot 2. Les expériences avec la biomasse stockée à 

4°C sont réalisées sur une période de 25 jours. Afin de prévenir tout risque de dégradation aérobie observé 

au chapitre IV, cette fois la biomasse a été conservée sous vide et à 4°C. 

3.2.1. Production d’hydrogène et métabolisme fermentaire  

La figure 49 présente la production d’hydrogène et de métabolites par fermentation endogène du lot 2 

d’ensilage de maïs suivant les modalités de stockage et de broyage. 

 

Figure 49 : Effet du broyage de la biomasse d’ensilage de maïs congelé ou stockée à 4°C sur le potentiel hydrogène : 
production cumulée d’H2 (a) et production de métabolites (b) Les barres d’erreur rendent compte de la variabilité (n = 2, 
excepté pour la référence stockée à 4°C : n = 3 

Le tableau 28 présente l’effet du broyage sur les paramètres de performance de la production d’hydrogène 

par fermentation obscure et ceux de l’équation de Gompertz. 
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Tableau 28 : Effet du broyage sur des biomasses d’ensilage de maïs (lot 2) stockées sous différentes conditions, 
paramètres de production d’hydrogène en fermentation obscure et paramètres de l’équation de Gompertz. 

Stockage Traitement 
Production Rendement Productivité max Rapport 

H2/CO2 (mLH2/Lbioréacteur) (mLH2/gMS) (molH2/molsucres) (mLH2/L/h) 

4°C (< 25 j) 
Référence 970 ± 93 45,5 ± 4,4 0,47 ± 0,05 106 ± 36 0,63 ± 0,06 

Broyé 1700 ± 2,1 79,8 ± 0,1 0,79 ± 0,02 242 ± 13 0,85 ± 0,04 

Congelé* Broyé 2220 ± 110 104,2 ± 5,2 1,00 ± 0,03 293 ± 38 0,84 ± 0,02 

 

Des volumes moyens d’hydrogène de 970 mLH2/Lbioréacteur et de 1700 mLH2/Lbioréacteur sont obtenus 

respectivement pour la biomasse non broyée et broyée, ce qui confirme l’effet positif du broyage sur le 

potentiel hydrogène de la biomasse (+75 %). L’excellente reproductibilité des productions montre que la 

conservation de la biomasse sous vide est un mode de stockage adéquat. La congélation permet d’augmenter 

le potentiel de production de l’ensilage congelé et broyé lot 2 dont le volume d’H2 cumulé s’élève en 

moyenne à 2220 mLH2/Lréacteur, soit un rendement de 104,2 LH2/kgMS. L’effet du broyage se caractérise 

également par une amélioration de la productivité maximale (+128 %) et dans une moindre mesure du 

rapport molaire H2/CO2 (+35 %, dans le cas de la biomasse fraîche).  

En ce qui concerne le métabolisme, le butyrate et l’acétate sont les métabolites les plus produits, le lactate 

est consommé au cours des fermentations. La production d’éthanol, correspondant à une voie concurrente 

à la fermentation obscure, et celle de propionate, issue d’une voie consommatrice d’H2, sont faibles. Lors des 

fermentations de la biomasse stockée à 4°C, l’augmentation de la production d’H2 liée au broyage (+30,6 mM) 

s’accompagne d’une production de butyrate (+14,7 mM), soit un rapport molaire 
𝐻2

𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑎𝑡𝑒
 de 2,1 très proche 

de la stœchiométrie du bilan de la production d’H2 par la voie du butyrate (Eq 6.1). Ces éléments soulignent 

la contribution de la voie du butyrate dans l’augmentation de la production d’H2 à l’instar des observations 

réalisées sur le lot 1 d’ensilage de maïs congelé. 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3(𝐶𝐻2)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2 + 2𝐶𝑂2  (Eq. 6.1) 

La production d’acétate ne semble pas impacter la production d’H2 analysée en sortie du bioréacteur et reste 

stable malgré le broyage, ce qui montrerait que les voies de production de l’acétate sont peu impactées par 

le broyage. 

Les rapports molaires B/A des ensilages de maïs broyé sont proche de 1. Cependant, le métabolisme 

fermentaire de la biomasse broyée et congelée semble s’orienter différemment en ce qui concerne la 

contribution respective de la voie de l’acétate et du butyrate pour la production d’H2. En effet, lors de la 

fermentation de biomasse congelée, la production de butyrate (26,8 ± 8,1 mM) seule ne permet pas 

d’expliquer la production d’H2 (90,3 ± 4,2 mM), signifiant qu’une partie de la production d’H2 provient de la 

voie de l’acétate. Ainsi, lors de la fermentation de biomasse broyée et congelée, l’homoacétogenèse a été 
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partiellement inhibée au profil de la voie métabolique aboutissant à la co-production d’acétate et d’H2. Enfin, 

on observe une production totale de métabolites stable (60 à 75 mM) entre la biomasse broyée et non broyée 

confirmant que la production d’H2 vient d’un meilleur métabolisme lors de la fermentation de biomasse 

broyée comme observé pour le lot 1. 

3.2.2. Effet du broyage sur les consortia fermentaires 

Des analyses microbiologiques sont conduites afin d’expliquer les phénomènes observés à l’échelle de la 

production de gaz et du métabolisme qui seraient liés à l’effet du broyage. La figure 50 présente les consortia 

de l’ensilage de maïs frais du lot 2. La référence est une biomasse non broyée, stockée à 4°C comparée à des 

biomasses broyées stockées à différentes températures (4°C et -20°C). 

 

Figure 50 : Effet du broyage sur les consortia bactériens issus de la fermentation d’ensilage de maïs (lot 2) stocké à 4°C 
(< 25 jours) et congelé (- 20°C). 

Pour la biomasse stockée à 4°C, le broyage permet d’enrichir le consortia en Clostridium butyricum (de 14 % 

à 65 %) et de diminuer fortement la diversité bactérienne, ce qui se traduit par une augmentation de l’indice 

de diversité de Simpson, de 0,17 pour la biomasse de référence à 0,43 pour la biomasse broyée. En 

contrepartie, nous notons le recul des bactéries productrices d’H2 (Enterococcus sp. et Veillonella sp.) et du 

taxon apparenté aux bactéries lactiques non productrices d’H2 (Streptococcus sp.). Des bactéries non 

productrices d’H2 appartenant au genre Lactobacillus sont toutefois identifiées dans l’échantillon 

correspondant à l’ensilage stocké à 4°C et broyé en plus forte proportion que dans la référence. Ainsi, 

l’augmentation de la production d’H2 par la voie du butyrate est cohérente avec l’augmentation de 

l’abondance de Clostridium butyricum dans le consortium bactérien au regard des résultats des chapitres 

précédents et de la littérature (Detman et al., 2019 ; Lee et al., 2012 ; Seppälä et al., 2011 ; Stoeva et al., 

2021). 
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Au cours de la fermentation de la biomasse congelée, le consortium bactérien identifié semble très riche en 

bactéries productrices d’H2 et se caractérise par l’absence de bactéries lactiques. L’abondance des 

Clostridium butyricum (50 %) est plus faible que lors de la fermentation de biomasse stocké à 4°C et broyée 

mais la présence du taxon appartenant à la famille des Lachnosipraceae (17 %) expliquerait la réorientation 

des voies de production d’acétate par homoacétogènese vers la voie avec coproduction d’H2 et la légère 

surproduction d’éthanol. En effet, ce taxon présente 96 % d’homologie avec une bactérie du genre 

Anaerocolumna, productrice d’H2, d’acétate et d’éthanol, identifiée et caractérisée par Ueki et al. (2016). 

Sur le lot 2 d’ensilage de maïs, le broyage a modifié le développement du consortium bactérien en favorisant 

Clostridium butyricum au détriment des autres taxons producteurs présents lors de la fermentation de 

biomasse brute. Par rapport au lot 1, on ne retrouve pas le taxon correspondant à Clostridium intestinale qui 

était associé aux performances de production d’H2 élevées. L’abondance des bactéries non productrices d’H2 

a été légèrement réduite : le taxon du genre Lactobacillus (14 %) remplaçant le taxon Streptococcus sp. 

(22 %). L’effet combiné de la congélation et du broyage a permis de réorienter le métabolisme de production 

d’acétate vers une voie plus favorable à la production d’H2 en sélectionnant des bactéries productrices 

d’acétate (Lachnosipraceae sp.) et en inhibant les bactéries lactiques. 

3.3. Bilan et comparaison des deux lots - Analyse des corrélations  

Cette partie propose une synthèse des résultats précédents pour prendre la mesure des effets du broyage 

sur l’ensilage de maïs et comparer les performances des 2 lots d’ensilages de maïs prétraités. 

Le tableau 29 récapitule les paramètres de performance de la production d’hydrogène par fermentation 

obscure et ceux l’équation de Gompertz à partir des tests de fermentation d’ensilage de maïs réalisés sur les 

lots 1 et 2.  

Tableau 29 : Effet du broyage sur les deux lots d’ensilage de maïs stockées sous différentes conditions, paramètres de 
production d’hydrogène en fermentation obscure et paramètres de l’équation de Gompertz. 

Ensilage de 

maïs 
Stockage Traitement 

Production Rendement Productivité max Rapport 

H2/CO2 (mLH2/Lbioréacteur) (mLH2/gMS) (molH2/molsucres) (mLH2/L/h) 

Lot 1 

4°C (< 80 j) 
Référence 920 ± 25 38,1 ± 1,0 0,41 ± 0,02 128 ± 21 0,62 ± 0,01 

Broyé 2460 ± 83 103,8 ± 3,5 1,07 ± 0,04 286 ± 58 1,15 ± 0,02 

Congelé 
Référence 690 ± 80 26,5 ± 1,3 0,27 ± 0,03 58 ± 15 0,59 ± 0,01 

Broyé 1300 ± 67 54,9 ± 2,9 0,57 ± 0,03 158 ± 44 0,68 ± 0,05 

Lot 2 
4°C (< 25 j) 

Référence 970 ± 93 45,5 ± 4,4 0,47 ± 0,05 106 ± 36 0,63 ± 0,06 

Broyé 1700 ± 2,1 79,8 ± 0,1 0,79 ± 0,02 242 ± 13 0,85 ± 0,04 

Congelé Broyé 2220 ± 110 104,2 ± 5,2 1,00 ± 0,03 293 ± 38 0,84 ± 0,02 

 

Sur tous les lots d’ensilage de maïs testés et quelles que soient les modalités de stockage, le broyage a eu un 

effet très positif sur les performances de production d’H2 à tous les niveaux : production, rendement, 
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productivité maximale et rapport molaire H2/CO2. Les rendements en H2 obtenus après broyage de la 

biomasse sont variables, ils s’échelonnent de 54,9 à 104,2 L/kgMS. Ces valeurs sont certes inférieures à celles 

obtenues par Cieciura-Włoch et Borowski (2019) utilisant des boues de STEP prétraitée comme inoculum 

(260 L/kgMS) et par Dauptain et al. (2020) mettant en œuvre la biomasse broyée en fermentation endogène 

avec ajout de nutriments (146 L/kgMS), mais elles sont dans le même ordre de grandeur que celles mesurées 

par Kyazze et al. (2008), Manzini et al. (2015), Nkemka et al. (2015) et Tenca et al. (2011) (tableau 26).  

Des gains de production et des rendements en hydrogène différents ont été obtenus selon les lots et les 

modalités de stockage. Les deux références d’ensilage de maïs stockés à 4°C testées ont des rendements 

moyens proches 38,1 (lot 1) et 45,5 L/kgMS (lot 2) ; le broyage a un effet supérieur sur le potentiel de 

production d’H2 de l’ensilage de maïs du lot 1 (+172 %) par rapport au lot 2 (+75 %). La dégradation aérobie 

de l’ensilage en intensifiant les effets du broyage pourrait expliquer ce bon résultat et soulignerait alors 

l’intérêt de combiner ces deux prétraitements. L’analyse des résultats du lot 2 montre également que les 

effets de la congélation se combinent à ceux du broyage en augmentant le rendement de 31 % par rapport 

à l’ensilage de maïs stocké à 4°C. Fait expérimental remarquable, les rendements litre d’en H2 par gramme 

de matières sèches les plus élevés sont similaires pour le lot 1 et le lot 2, malgré des conditions de stockage 

différentes, mettant en évidence un possible optimum d’extractibles métabolisables en fermentation sous 

l’effet du broyage. De plus, ce résultat est cohérent avec les analyses des fractions biologiques du Chapitre III 

qui montraient une bonne homogénéité de la composition des deux lots d’ensilages de maïs. 

Une analyse en composantes principales basée sur les corrélations de Pearson est effectuée avec les données 

fermentaires (production, métabolisme et consortia bactériens) collectées précédemment et normalisées, 

auquel a été ajouté le nombre de moles d’acétate produits par homoacétogénèse sur la base du calcul 

présenté dans le chapitre II. La représentation graphique de l’ACP est exposée sur la figure 51. La 

dénomination « Abondance des BPH » correspond à l’abondance relative des bactéries productrices 

d’hydrogène comprenant les taxons du genre Clostridium (excepté Clostridium ljungdahlii) et les taxons 

affiliés aux familles/genre/espèces comme Enterobacter sp., Enterococcus sp., Veillonella sp. 

Lachnosipraceae sp, Escherichia coli et Coprococcus sp..  
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Figure 51 : Analyse en composantes principales (ACP) des caractéristiques de production d’H2 et des principaux 
métabolites produits au cours des fermentations des 2 lots d’ensilage de maïs brut ou broyé 

Les deux composantes F1 et F2 de l’ACP présentées sur la figure 51 sont suffisantes pour expliquer plus de 

72 % de la variabilité des données. Selon l’axe horizontal, on note plusieurs variables corrélées positivement 

à la variable broyage : la production de butyrate, le rapport molaire H2/CO2, le rapport molaire B/A, et la 

production d’H2 et dans une moindre mesure la productivité maximale en hydrogène et la production de CO2. 

Ces corrélations confirment les observations effectuées à partir du tableau 29 à propos des paramètres de 

production d’hydrogène en fermentation obscure et des paramètres de l’équation de Gompertz. Ces 

corrélations traduisent bien le rôle prépondérant de la voie du butyrate dans la production d’H2 par 

fermentation endogène de l’ensilage de maïs. 

De même, notons que la production d’acétate totale est corrélée au nombre de moles d’acétate produites 

par la voie de l’homoacétogenèse ; ces variables sont logiquement corrélées négativement avec la 

production d’H2, elle-même corrélée au traitement de broyage . 

De manière remarquable, le rendement en H2 est corrélé avec l’abondance des bactéries productrices d’H2 

(BPH). Ces variables ne sont pas corrélées significativement avec le broyage mais dépendent davantage du 

lot de la biomasse, de ses caractéristiques (teneur en matières sèches et en sucres) ou du mode de stockage 

(congélation, stocké à 4°C sur une courte ou longue période), qui impactent le rendement en H2 et la 

composition du consortium fermentaire indépendamment du broyage.  
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Sur les deux lots testés, ces résultats montrent que le broyage a un effet très positif tant sur la production 

d’H2 que sur le métabolisme bactérien par l’augmentation de la production de butyrate et la réduction de 

l’homoacétogenèse. 

4. Effet du broyage sur le fractionnement de la biomasse d’ensilage de maïs congelé 

et les performances de production en hydrogène et métabolites 

4.1.  Fractionnement de la biomasse d’ensilage de maïs congelé et performances de 

production d’hydrogène 

Une première expérience de trempage est effectuée sur la biomasse d’ensilage de maïs congelé (lot 1) sans 

aucun prétraitement, sans addition de nutriments et sans ajout d’inoculum bactérien. 

La figure 52 présente le potentiel de production d’hydrogène et la production en métabolites du filtrat ainsi 

que du résidu de filtration, ces essais sont comparés au potentiel hydrogène de la biomasse entière (ensilage 

de maïs congelé). Notons que le résidu a été dilué avant fermentation dans les mêmes proportions que la 

biomasse entière (71,6 g/L). 

 

Figure 52 : Production d’hydrogène de la biomasse d’ensilage de maïs congelé, entière et trempée avec l’obtention du 
résidu et du filtrat (a) et production de métabolites (b). Les barres d’erreur indiquent la variabilité (maïs entier, n = 4  ; 
résidu, n= 2 ; filtrat, n = 3). 

Le filtrat présente le potentiel de production d’hydrogène le plus faible (moins de 150 mL d’H2 (figure 52a), 

ce qui représente 33 % du potentiel H2 de la biomasse entière. L’extraction des matières fermentescibles 

s’avère donc relativement réduite. Cependant de façon remarquable, on observe que le résidu de filtration 

présente un potentiel hydrogène très similaire à celui de la biomasse entière (production cumulée de 495 



 Chapitre 6  

181 
 

mL). Ainsi, le fractionnement de la biomasse a permis d’améliorer le potentiel de production global en H2 de 

la biomasse d’ensilage de maïs de 30 %. 

D’un point de vue métabolique, les principaux métabolites produits sont l’acide butyrique, l’acide acétique 

et l’éthanol en proportions très différentes d’une fraction de biomasse à l’autre (figure 52b). Lors de la 

fermentation du filtrat, le rapport molaire Butyrate/Acétate est le plus élevé (1,54). La consommation de 

lactate (-15,8 mM), présent initialement en quantité non négligeable dans le milieu fermentaire, explique ce 

métabolisme qui est cohérent avec les résultats du chapitre III, à savoir, une production importante de 

butyrate (12,4 mM) par rapport à l’acétate (8,0 mM), car ce dernier est co-fermenté avec le lactate, et une 

production d’éthanol réduite. 

Les tests du résidu ont un métabolisme orienté différemment par rapport aux deux autres fractions. La voie 

de l’acétate (21,1 mM) semble contribuer de manière plus importante à la production d’H2 puisque la 

production de butyrate est faible (7,0 mM). Notons également une production notable d’éthanol (6,3 mM) 

pouvant être co-produit avec l’acétate (Eq 6.2) (Li et Fang, 2007 ; Li et al., 2019).  

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 2𝐻2 + 2𝐶𝑂2   (Eq. 6.2) 

La composition initiale du résidu, pauvre en acides et exempt de lactate, entraîne une absence de 

consommation de lactate puisque celui-ci a été extrait dans le filtrat et pourrait expliquer cette réorientation 

du métabolisme vers les voies de l’acétate. 

Ainsi, les tests effectués sur les différentes fractions de la biomasse d’ensilage de maïs (congelé) montre qu’il 

est possible de conserver après fractionnement la même production d’hydrogène du résidu solide 

comparativement à la biomasse entière, la production d’hydrogène de la fraction liquide représentant un 

surplus de production. Ces travaux mettent également en évidence que le trempage de la biomasse seul 

permet de solubiliser des matières métabolisables mais en quantité relativement restreinte avec 1/3 du 

potentiel de production d’hydrogène. L’ensemble de ces résultats démontre un relargage à partir de la 

biomasse solide (entière et résidu) en cours de fermentation de substances métabolisables au bénéfice de la 

production d’hydrogène, avec comme démontré au chapitre III un phénomène d’hydrolyse de la biomasse 

conjoint à la production d’hydrogène. Connaissant l’impact positif du broyage de la biomasse préalablement 

à la fermentation, il est à ce stade intéressant de déterminer sur quelle fraction son effet sera le plus 

important.  

4.2. Fractionnement de la biomasse d’ensilage de maïs congelé broyé et 

performances de production d’hydrogène 

Dans le but d’améliorer l’extraction des matières fermentescibles dans le filtrat, la biomasse est broyée avant 

trempage. Le bénéfice du broyage par la réduction de la taille des particules pour solubiliser les sucres d’une 

biomasse lignocellulosique (paille de sorgho doux) a été établi par Jia et al. (2013). Les deux lots d’ensilage 
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de maïs broyé sont fractionnés selon la même procédure (seuil de coupure inférieur à 1 mm pour la filtration) 

que celle appliquée pour le lot 1 d’ensilage de maïs non broyé (voir supra, partie 4.1) 

4.2.1 Production d’hydrogène et de métabolites à partir des fractions résultant du 

trempage de l’ensilage de maïs congelé et broyé (lot 1) 

La figure 53 présente le potentiel hydrogène et la production en métabolites du filtrat ainsi que du résidu de 

filtration de l’ensilage de maïs congelé et broyé ; ces résultats seront comparés au potentiel hydrogène de la 

biomasse entière (ensilage de maïs congelé et broyé). Afin de superposer les courbes de production cumulée 

d’H2, les temps de latence ont été ajustés.  

 

Figure 53 : Productions d’hydrogène (a) et de produits fermentaires (b) de la biomasse d’ensilage de maïs congelé, broyé 
et trempé (résidu et filtrat). Les barres d’erreur rendent compte de la variabilité (n = 2, excepté maïs broyé entier : 
n = 3). Les temps de latence ont été modifiés de manière à superposer les courbes de production cumulée d’H2. 

Le tableau 30 présente les paramètres de performance de production d’hydrogène et de l’équation de 

Gompertz après un trempage de la biomasse congelée non broyée et broyée avec la teneur en sucres totaux 

des différentes fractions. 
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Tableau 30 : Impact du broyage et du trempage de l’ensilage de maïs congelé sur les paramètres de performance de 
production d’hydrogène et ceux de l’équation de Gompertz. 

Biomasse 

Matière sèche Teneur en sucres Production Rendement Productivité max Latence Rapport 

H2/CO2 ( %) (gsucres/L) (mLH2/Lbioréacteur) (molH2/molsucres) (mLH2/L/h) (h) 

Entier 

Non broyé 33,2 ± 1,2 18,7 690 ± 80 0,27 ± 0,03 58 ± 15 8,2 ± 0,1 0,59 ± 0,01 

Broyé 33,2 ± 1,2 18,7 1300 ± 67 0,57 ± 0,03 158 ± 44 10,7 ± 1,7 0,68 ± 0,05 

Filtrat 

Non broyé 0,46 ± 0,01 0,9 ± 0,1 195 ± 7 1,64 ± 0,06 15 ± 1 8,9 ± 3,1 0,52 ± 0,01 

Broyé 0,72 ± 0,05 7,1 ± 0,2 1101 ± 10 1,14 ± 0,01 113 ± 1 8,1 ± 2,1 0,76 ± 0,01 

Résidu 
Non broyé - 17,8* 698 ± 19 0,29 ± 0,03 29 ± 1 8,5 ± 4,5 0,60 ± 0,15 

Broyé 16,2 ± 0,2 11,6* 587 ± 17 0,38 ± 0,03 38 ± 15 10,6 ± 3 0,83 ± 0,01 

*valeur calculée       

Pour rappel, un volume cumulé d’H2 de 910 mL est obtenu à partir de l’ensilage de maïs broyé 

(1300 mLH2/Lbioréacteur). Le filtrat obtenu par trempage de la biomasse broyée présente un très bon potentiel 

H2 (770 mL, 1100 mLH2/Lbioréacteur) proche de celui de la biomasse entière. Ainsi, le broyage a permis 

l’extraction de près de 85 % du potentiel de production d’H2 dans le filtrat. La production d’H2 s’effectue en 

deux phases caractérisées par une productivité élevée, comparable à celle la biomasse entière broyée 

(>100 mLH2/L/h). Le résidu broyé présente un potentiel de production d’hydrogène plus faible (410 mL). 

D’après le tableau 5, on observe que le broyage a permis d’accroître de manière très significative le potentiel 

hydrogène du filtrat notamment par la libération des sucres (x 7,9). Le filtrat obtenu par trempage de la 

biomasse broyée présente un potentiel H2 très supérieur à celui obtenu avec de la biomasse non broyée 

(x 5,6), une productivité maximale importante (112 mLH2/L/h) et un rapport molaire H2/CO2 supérieur à celui 

de la biomasse entière. Ces performances de production d’hydrogène à partir d’ensilage de maïs broyé seront 

favorables à la mise en œuvre du procédé continu (BRM).  

Les résidus de trempage présentent tous deux une production d’hydrogène assez similaire et du même ordre 

de grandeur que celui de la référence « maïs entier » sans broyage (587 - 698 mLH2/Lbioréacteur contre 

690 mLH2/Lbioréacteur), avec un rapport molaire H2/CO2 légèrement supérieur mettant en évidence un 

métabolisme microbien mieux orienté pour la production d’hydrogène dans le résidu que dans la biomasse 

entière. Même si le résidu ne peut pas être utilisé dans le BRM, sa valorisation est envisageable en 

fermentation obscure en réacteur semi batch ou en méthanisation. 

Concernant le rendement de conversion des sucres en H2 on note une valeur très supérieure pour la fraction 

liquide (filtrat) comparativement à la fraction solide d’une part et à la biomasse entière d’autre part, ce qui 

montre bien que les composés facilement fermentescibles sont les solubles. Les sucres présents sous forme 

de polysaccharides dans la biomasse nécessitent d’être hydrolysés. Cette hydrolyse requiert la synthèse 

d’enzymes hydrolytiques et d’énergie chimique sous forme d’ATP, ce qui explique les rendements de 
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conversion plus faibles par rapport au filtrat. De plus, tous les sucres présents dans la biomasse ne sont pas 

hydrolysés au cours de la fermentation obscure, ce qui limite le rendement.  

Le filtrat préparé à partir de biomasse broyée présente un rendement plus faible que celui de la biomasse 

non broyée, ce qui indiquerait que des polysaccharides et des sucres difficilement fermentescibles ont été 

extraits consécutivement au broyage. Cette observation est motivée par la présence deux phases de 

production sur la figure 9 qui seraient chacune associés à l’utilisation d’un substrat différent. L’extraction de 

sucres peu fermentescibles (cellulose cristalline) dans la phase liquide peut également justifier la diminution 

du rendement d’H2. 

Notons que le résidu biomasse broyé présente un rendement supérieur à celui du résidu non broyé. De 

manière cohérente avec la littérature, le broyage faciliterait l’hydrolyse de la partie solide de la biomasse.  

En ce qui concerne le métabolisme, les tendances identifiées avec la biomasse non broyée se retrouvent avec 

les fractions obtenues avec l’ensilage broyé. La biomasse entière broyée présente les teneurs les plus 

importantes en métabolites (acétate, butyrate, éthanol) et son métabolisme est favorable à la production 

d’acétate par homoacétogenèse. Comme observé sur le rendement de production d’H2, le métabolisme du 

filtrat est plus efficace et la production d’H2 s’effectue essentiellement par la voie du butyrate (B/A = 1,75). 

La production d’H2 du résidu s’effectue par la voie de l’acétate du fait de l’absence de lactate dans le milieu 

initial.  

4.2.2 Impact du trempage sur les consortia fermentaires des fractions d’ensilage 

de maïs congelé et broyé (lot 1) 

Les consortia fermentaires de l’ensilage de maïs broyé entier, provenant du filtrat et du résidu sont analysés 

par séquençage. Les abondances relatives des principaux taxons au cours de la fermentation sont présentées 

sur la figure 54. 
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Figure 54 : Analyse des consortia lors de la fermentation d’ensilage de maïs (lot 1) congelé et broyé et des différentes 
fractions obtenues par trempage de cette biomasse. 

Au cours de la fermentation obscure des différentes biomasses testées, on observe l’émergence de consortia 

bactériens dominés par les genres Clostridium, Enterobacter, Enterococcus et la famille des Lachnospiraceae 

dont les voies métaboliques produiraient de l’hydrogène par la voie de l’acétate (Palomo-Briones et al., 

2017 ; Valdez-Vazquez et al., 2015). Les bactéries non productrices d’H2 (Clostridium ljungdahlii et 

Lactobacillus brevis) sont identifiées en faible proportion (< 5 %).  

La biomasse entière et le filtrat présentent des abondances similaires de bactéries appartenant au genre 

Clostridium (72 %). Dans ces échantillons, le taxon correspondant à Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis 

est majoritaire (66 % dans le filtrat) et co-domine (40 %) avec Clostridium sp. (26 %) dans la biomasse entière. 

Parmi les autres Clostridii présentes en faible proportion, on retrouve la bactérie homoacétogène Clostridium 

ljungdahlii et la productrice d’H2 Clostridium intestinale. Parmi les autres bactéries productrices d’H2, la 

biomasse entière présente un nombre important de bactéries présentes en faible proportion (4 à 12 %) alors 

que dans le filtrat, on retrouve majoritairement des Enterococcus spp. (18 %). Dans le filtrat, on observe 

l’émergence de Lactobacillus brevis (3 %), une bactérie qui était absente des consortia lors des fermentations 

de biomasse congelée (Chapitre IV). Les bactéries fermentaires présentes dans le résidu sont différentes des 

autres fractions. Les Lachnospiraceae (37 %) sont majoritaires devant Clostridium 

butyricum/beijerinckii/diolis (30 %), Enterobacter (15 %) et Enterococcus (9 %).  

4.3. Conclusion sur l’effet du broyage sur le trempage d’ensilage de maïs 

Deux alimentations liquides utilisables en BRM ont été préparées avec succès à partir de la biomasse broyée 

et non broyée. L’utilisation de l’ensilage de maïs entier a montré des limites en termes de solubilisation des 

sucres et de potentiel hydrogène par rapport à l’ensilage de maïs broyé. Les gains de production d’H2 très 

substantiels (x 5,6) de la solution d’alimentation préparée avec de la biomasse broyée justifient pleinement 
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le recours au broyage. En effet, ce prétraitement permet une forte libération des sucres (x 7,9) par rapport 

au trempage de la biomasse non broyée.  

Avec les données expérimentales, si l’on considère que le résidu peut être valorisé énergétiquement, le 

trempage de la biomasse et la fermentation séparée du filtrat et du résidu améliore le potentiel hydrogène 

de 30 % par rapport à une fermentation de la biomasse entière. Au terme de cette partie, il apparaît que le 

filtrat d’ensilage de maïs broyé est un bon candidat en tant que substrat d’alimentation du BRM. 

5. Potentiel de production d’hydrogène d’ensilage de seigle fractionné et effet du 

broyage de la biomasse 

5.1. Production d’hydrogène et métabolisme  

Nous avons montré dans le chapitre III que la fermentation endogène de l’ensilage de seigle frais et congelé 

permettait d’obtenir des productions d’H2 avec une productivité maximale élevée (autour de 100 mL/L/h) en 

raison de la présence de sucres solubles facilement métabolisables (glucose et fructose). La présence de ces 

composés est particulièrement intéressante en vue de la mise en œuvre de la biomasse en BRM en mode 

continu. Ainsi, pour récupérer les sucres fermentescibles de la biomasse, une extraction sous agitation par 

trempage dans l’eau a été réalisée, dans un premier temps avec l’ensilage de seigle congelé, puis dans un 

second temps, avec de la biomasse broyée pour intensifier l’extraction, selon le même protocole que pour la 

biomasse d’ensilage de maïs. Des données sont disponibles en annexes sur la stabilisation de l’ensilage de 

seigle à -20°C.  

La figure 55 présente les volumes d’H2 cumulés, la production des métabolites et la consommation des sucres 

à l’issue de la fermentation pour la biomasse d’ensilage de seigle (lot 1) entière non broyée et broyée et pour 

les filtrats obtenus dans chaque cas. Il est en effet à noter que seuls les tests à partir de la biomasse entière 

et des filtrats ont permis d’obtenir une production d’H2 significative ; après 72 h de fermentation, aucune 

production d’H2 n’a été détecté à partir des résidus de trempage (données non présentées). 
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Figure 55 : Production d’hydrogène (a) et de métabolites (b) lors la fermentation endogène de filtrats de seigle (lot 1) préparés à 
partir de biomasse congelée brute ou broyée. Les barres d’erreur indiquent la variabilité (n = 2) 

Le tableau 31 présente les paramètres de performance de production d’hydrogène et de l’équation de 

Gompertz de ces tests de fermentation.  

Tableau 31 : Paramètres de production d’hydrogène et de l’équation de Gompertz des fermentations de la biomasse 
entière et des filtrats préparés à partir de l’ensilage de seigle congelé (lot 1). 

Biomasse  
Production Rendement Productivité max 

H2/CO2 
mLH2 /Lbioréacteur mLH2 /gMS mLH2/L/h 

Entier 
Non broyé 

537 ± 17 28 ± 1 182 ± 12 0,7 ± 0,1 

Filtrat 603 ± 3 29 ± 1 145 ± 28 0,8 ± 0,1 

Entier 
Broyé 

615 ± 20 32 ± 1 149 ± 4 0,7 ± 0,1 

Filtrat 628 ± 32 30 ± 2 150 ± 30 0,8 ± 0,1 

 

Les filtrats présentent des productions cumulées d’H2 légèrement supérieures aux tests avec la biomasse 

entière puisque 7,5 % de biomasse supplémentaire est mise en œuvre dans le bioréacteur (71,6 g/L pour les 

tests de biomasses entières et 77,0 g/L pour les tests de filtrats) (figure 55). De manière tout à fait 

remarquable, les rendements de production d’H2 par gramme de matières sèches mis en œuvre sont 

maintenus entre les fermentations de filtrats seuls et de biomasse entière (tableau 31). 

Il est à noter que la productivité maximale en H2 et le rapport molaire H2/CO2 sont similaires pour les 

différents tests de fermentation. Les fermentations présentent des métabolismes proches, favorables à la 

production d’H2 par la voie du butyrate avec des rapports molaires Butyrate/Acétate élevés (≈ 2). 

Enfin, le broyage n’impacte que très légèrement le rendement de production d’H2. Cet effet positif serait lié 

d’une part, à une meilleure solubilisation des sucres et du lactate dans le milieu réactionnel initial, ce qui se 

traduit sur la figure 55 par une consommation supérieure de ces molécules (en moyenne -12,4 mM dans la 

biomasse broyée et -9,4 mM dans biomasse brute) et d’autre part, à la réduction de production de 
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propionate au cours des tests mettant en œuvre la biomasse broyée. Le broyage ne semble donc pas 

indispensable pour le fractionnement de la biomasse d’ensilage de seigle congelée. 

5.2. Effet du fractionnement sur les consortia fermentaires de l’ensilage de seigle 

congelé  

La figure 56 présente les espèces bactériennes identifiées lors de la fermentation du filtrat d’ensilage de 

seigle et de l’ensilage de seigle congelé entier. En raison des faibles gains de production d’H2 générés par le 

broyage, les consortia bactériens des tests de fermentation de d’ensilage de seigle broyé n’ont pas été 

séquencés. 

 

Figure 56 : Consortia fermentaires lors de la fermentation endogène d'ensilage de seigle congelé, biomasse entière et 
filtrat. 

Les consortia identifiés sur la figure 56 sont très similaires. Ils sont constitués de quatre taxons majoritaires 

(Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis, Enterobacter spp., Enterobacteriaceae sp., Enterococcus spp.) dont 

l’abondance relative est relativement proche entre la biomasse entière et le filtrat. Ces compositions de 

consortia bactériens sont en accord avec les observations relatives aux métabolismes des tests de 

fermentation, qui étaient également très similaires en termes de rapport molaire B/A. Ainsi, le trempage de 

l’ensilage de seigle n’a pas impacté spécifiquement les consortia bactériens qui émergent au cours de la 

fermentation du filtrat par rapport à celui de la biomasse entière. 

5.3. Discussion et conclusion sur le fractionnement de l’ensilage de seigle congelé  

De façon remarquable, le fractionnement par trempage a permis d’extraire la quasi-totalité du potentiel de 

production d’H2 de l’ensilage de seigle dans une phase liquide, le filtrat ; pouvant servir d’alimentation pour 

le BRM. Le métabolisme de la fermentation et les consortia présents lors de la productions d’H2 sont très 

proches entre les tests de la biomasse entière et les filtrats. La mise en œuvre d’un broyage n’est pas 

nécessaire pour le trempage de l’ensilage de seigle.  
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Plusieurs éléments pourraient expliquer le maintien et / ou l’amélioration du rendement de production d’H2 

dans les filtrats. Il semblerait que tous les composés fermentescibles de la biomasse soient solubles dans 

l’eau et que l’ensilage de seigle ait une structure végétale récalcitrante à l’hydrolyse bactérienne lors de la 

fermentation, c’est-à-dire contenant des sucres complexes difficilement hydrolysables par les bactéries 

comme le montre l’absence de production d’H2 à partir du résidu. 

Un autre élément serait le relargage de molécules d’inhibitrices issues de la lignine dans la phase liquide, au 

cours de la fermentation (Hendriks et Zeeman, 2009). Pour valider cette hypothèse, il faudrait comparer les 

valeurs expérimentales obtenues avec les filtrats avec la production d’H2 d’ensilage de seigle trempé dont 

les fractions solide et liquide n’ont pas été séparées afin de vérifier que les potentiels de production d’H2 

soient semblables. Ainsi, la suppression de cette partie solide, pouvant contenir des inhibiteurs, induirait une 

production d’hydrogène plus élevée, ce qui faciliterait la mise en œuvre de la biomasse dans le bioréacteur 

membranaire. L’hydrolyse de ce résidu non producteur d’H2 pourrait être envisagée afin d’améliorer le 

fractionnement de la biomasse, sous réserve que la libération des sucres facilement fermentescibles soit plus 

profitable que le relargage d’inhibiteurs. Cette perspective sera développée dans le chapitre suivant. 

6. Conclusion sur le fractionnement et sur l’impact du broyage de la biomasse 

Au cours de ce chapitre, il a été montré que l’extraction des molécules solubles de biomasses ensilées par 

trempage dans l’eau permet d’obtenir une phase liquide pouvant servir de substrat à la production d’H2 par 

voie fermentaire endogène. Avec l’ensilage de seigle, le trempage permet d’extraire la totalité du potentiel 

de production d’H2 dans le filtrat et pour l’ensilage de maïs, 85 % du potentiel de production d’H2 de la 

biomasse entière est extrait. Le broyage de l’ensilage de maïs a permis d’améliorer la production d’H2 avec 

un gain de production d’H2 multiplié par 5, lié à une libération des sucres plus important (x 8) par rapport au 

trempage de la biomasse non broyée. Ce prétraitement a donc permis une très nette amélioration du 

métabolisme fermentaire et l’enrichissement du consortia en bactéries productrices d’H2. Lors du 

fractionnement de l’ensilage de maïs, le broyage a permis d’obtenir un filtrat à haut potentiel de production 

d’H2 (1,1 LH2/L soit 142,0 LH2/kgMS) comparativement à la biomasse entière broyée (1,3 LH2/L soit 

54,9 LH2/kgMS). Il a pu être démontré que pour l’ensilage de seigle, le broyage n’est pas nécessaire pour la 

production d’H2 à partir de biomasse entière ou pour l’extraction de la matière soluble fermentescible. 

Dans la perspective d’intensifier le fractionnement de l’ensilage, des traitements hydrothermiques 

d’hydrolyse pourraient améliorer la solubilisation des sucres au risque de stériliser la biomasse (Datar et al., 

2007) et de rendre impossible toute fermentation par voie endogène. Ils sont envisagés au chapitre 7. 

L’étude de Jia et al. (2013) propose des pistes d’amélioration pour le trempage : la réduction du taux 

d’humidité dans la biomasse pendant le stockage et l’augmentation de la température lors de l’extraction. 

La réduction de la taille des particules permet à la fois d’accélérer la cinétique de solubilisation des sucres et 

d’augmenter la teneur en sucres dans la phase liquide. Les auteurs préconisent également un recyclage de 
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l’eau pour l’extraction des solubles. Cette méthode a une efficacité en termes de quantité de sucres extraits 

par gramme de biomasse comparable à celle du recyclage de la biomasse en concentrant les sucres dans la 

solution. Cette stratégie revient à augmenter la concentration en biomasse pour préparer le filtrat. Elle sera 

envisagée dans le chapitre 8. 



 Chapitre 7 

191 
 

Chapitre VII : Intensification du fractionnement de la biomasse 

d’ensilage par prétraitements hydrothermiques – Fermentation par 

voie exogène 
 

La technique d’extraction par trempage décrite au chapitre 6 a permis d’obtenir une solution contenant une 

quantité de sucres produisant de l’H2 en bioréacteur semi batch. Sur l’ensilage de maïs (lot 2), les 

performances du filtrat ont conduit à une extraction d’environ 33 % du potentiel hydrogène total de la 

biomasse. Dans ce chapitre, nous proposons de mettre en œuvre des prétraitements hydrothermiques pour 

améliorer la libération des sucres dans la phase liquide et augmenter la production d’hydrogène de la 

biomasse en vue de la préparation d’une solution d’alimentation pour le BRM. 

1. Introduction  

Les biomasses lignocellulosiques sont des ressources renouvelables adaptées à la production de 

biohydrogène par fermentation grâce à leur forte teneur en saccharides contenus dans la cellulose et les 

hémicelluloses. Même si une hydrolyse bactérienne se produit généralement pendant le processus de 

fermentation de la biomasse (chapitre 3), le potentiel de production d'hydrogène de cette dernière est 

limitée par sa structure récalcitrante (Duque et al., 2016). Le prétraitement de la biomasse est alors crucial 

pour libérer des sucres et améliorer le potentiel H2 de la fermentation obscure (Hendriks et Zeeman, 2009). 

Parmi les prétraitements existants pour faciliter l’accès des bactéries productrices d’hydrogène au substrat, 

l’explosion à la vapeur de la biomasse apparaît comme un procédé de choix de par sa faible consommation 

énergétique par rapport au broyage par exemple (Holtzapple et al. 1989) et à son impact environnemental 

limité du fait de l’utilisation optionnelle de produits chimiques. L’explosion à la vapeur se compose de deux 

étapes : une étape de vapocraquage où la biomasse est chauffée brièvement sous pression de vapeur 

saturante (1 min - 10 min à 160°C - 260°C), suivie d’une étape de décompression explosive consécutive à la 

dépressurisation rapide du réacteur dans l’exploseur (Duque et al., 2016). 

Plusieurs phénomènes physico-chimiques interviennent au cours de ces étapes. Pendant le vapocraquage, la 

biomasse s’imprègne de vapeur qui se condense et initie la libération d’acides organiques issus des groupes 

acétyles des hémicelluloses. Ces acides catalysent l’hydrolyse de la fraction hémicellulosique de la biomasse 

et entraîne la libération de xylane et glucane dans le milieu (Jacquet et al., 2010). Pendant la décompression 

explosive, une partie de l’eau condensée à l’intérieur de la biomasse est revaporisée. L’expansion rapide de 

l’eau en vapeur est suffisamment puissante pour faire éclater la biomasse. 

En résumé, l’explosion à la vapeur combine des effets thermiques, chimiques et mécaniques pour l’hydrolyse 

de la fraction hémicellulosique et la délignification de la biomasse. 
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Ce procédé a déjà été utilisé pour la production d’éthanol, de butanol, de méthane et d’hydrogène et à partir 

de substrats divers tels que le bois, la paille de maïs ou d’autres biomasses lignocellulosiques (Bhatia et al., 

2020 ; Datar et al., 2007 ; Söderström et al., 2002 ; Xia et al., 2020). Le potentiel hydrogène des composants 

du maïs (paille, rafles, épis, feuilles, amidon) a été largement présenté (chapitre 1) et le prétraitement de la 

biomasse a démontré son efficacité pour atteindre un rendement de production élevé de H2 (Cao et al., 

2009 ; Datar et al., 2007). Cependant, à ce jour, aucune étude n’a mis en œuvre des prétraitements efficaces 

pour l’hydrolyse de l’ensilage de maïs, qui contient une fraction lignocellulosique et une fraction amylacée, 

ce qui en fait un substrat approprié pour la bioproduction d’hydrogène (Dauptain et al., 2020 ; Kyazze et al., 

2008). 

Des prétraitements hydrothermaux (explosion de vapeur, microondes et autoclavage) ont été sélectionnés 

pour réaliser des hydrolyses sur les biomasses d’ensilages de seigle et de maïs. Dans la littérature, plusieurs 

études pointent la nécessité d’optimiser les paramètres de l’hydrolyse (Park et al., 2013 ; Saratale et al., 

2019 ; Sivagurunathan et al., 2017). Nous tenterons donc de déterminer les prétraitements et les paramètres 

d’hydrolyse associés susceptibles de maximiser le potentiel de production d’H2 de la biomasse. 

En raison des conditions de pression et de température élevées, ces prétraitements stérilisent la biomasse, 

ainsi, les hydrolysats ont été inoculés avec des bactéries productrices d'hydrogène obtenues à partir de la 

fermentation obscure endogène de la biomasse ciblée. Au terme de l’hydrolyse, une fraction équivalente à 

50 g de biomasse brute est reconstituée puis est mise en œuvre en bioréacteur semi batch avec l’inoculum 

bactérien sélectionné. Nous examinerons également les effets des prétraitements sur le métabolisme 

fermentaire et les consortia bactériens qui se développent au cours de la fermentation à partir de l’inoculum 

exogène. La figure 57 présente la stratégie de mise en œuvre pour tester la production d’H2 de la biomasse 

hydrolysée. 

  

Figure 57 : Procédé de préparation de la biomasse hydrolysée (par explosion à la vapeur) pour la fermentation obscure en réacteur 
en mode semi-batch et analyses associées. 

A l’issue du prétraitement, deux phases sont obtenues : un résidu solide et un hydrolysat liquide, riche en 

sucres. Les deux fractions sont séparées par filtration et pesées. Une fraction de biomasse équivalente à 50 g 

de matière brute est reconstituée à partir du résidu et d’hydrolysat puis diluée avec de l’eau pour atteindre 

les conditions standards de fermentation en réacteur semi batch (50 g/batch). Le milieu est ensuite inoculé 

pour fermentation. 
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La première partie de ce chapitre caractérisera les inocula bactériens qui seront utilisés pour la production 

d’H2 à partir de la biomasse ensilée prétraitée. Deux prétraitements thermiques seront utilisés pour 

améliorer le potentiel de production de l’ensilage de maïs : l’explosion à la vapeur et l’autoclavage. L’effet 

des prétraitements sera d’abord étudié sur les sucres solubles extraits, sur les productions de gaz et de 

métabolites et enfin sur les consortia fermentaires. Une démarche similaire sera appliquée pour l’ensilage 

de seigle qui sera prétraité par microondes et autoclave. Enfin, une étude bibliographique sur les 

prétraitements des résidus du maïs et d’autres biomasses lignocellulosiques positionnera nos résultats parmi 

les travaux publiés dans la littérature. 

2. Production et caractérisation des inocula bactériens 

Afin d’adopter une démarche cohérente avec les tests de fermentation présentés au cours de ce manuscrit, 

les inocula bactériens utilisés spécifiquement dans ce chapitre proviennent de la fermentation endogène de 

nos deux biomasses ensilées. Cette approche se distingue des études habituellement publiées, qui utilisent 

souvent des inocula bactériens provenant de milieux qui n’ont a priori pas de lien avec la flore endogène de 

la biomasse, tels que des boues de méthaniseurs, des boues de STEP ou des boues de décharges (Dai et al., 

2021 ; Liu and Cheng, 2010 ; Wang et al., 2012). 

2.1. Production des inocula bactériens 

La figure 58 présente les profils de production du débit d’H2 des fermentations au cours desquelles ont été 

prélevés les inocula bactériens et la composition microbienne de ces derniers. 

 

Figure 58 : Profils des débits de production d’H2 des fermentations pour la production des inocula bactériens (a) et 
composition microbiologique des inocula bactériens (b). L’arrêt de la fermentation pour le prélèvement est matérialisé 
par une flèche. La courbe en bleu claire représente la cinétique normale de débit H2 qui n’est pas observé puisque la 
fermentation a été stoppée pour effectuer le prélèvement. 

Pour l’ensilage de maïs, le prélèvement de l’inoculum a été fixé au cours de la période de production d’H2, 

plus précisément lors de la phase où le débit d’H2 augmente. D’après les données du chapitre 3, cette phase 
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de la cinétique de fermentation est associée à l’émergence et à la croissance des bactéries productrices d’H2. 

Ainsi, l’inoculum bactérien issu du fermentât d’ensilage de maïs contient une proportion importante de 

Clostridium butyricum (39 %), des taxons affiliés aux Clostridiaceae (19 %), aux Enterobacteriaceae (16 %) et 

aux Lachnosipraceae (7 %). Notons également la présence en faible proportion d’autres bactéries 

productrices d’H2 (Veillonellaceae sp. et Coprococcus sp.) ou à activité hydrolytique (Ruminococcaceae sp.). 

Pour l’ensilage de seigle, l’inoculum est prélevé au terme de la fermentation d’un filtrat de biomasse 

congelée. Les résultats du chapitre 3 révélaient que les populations microbiennes qui émergent lors de 

fermentation d’ensilage de seigle sont, pour la majorité, identifiées comme des bactéries productrices d’H2, 

ce qui est confirmé par l’analyse des données du séquençage. L’inoculum bactérien comprend 4 espèces dont 

l’abondance dépasse 5 % : Clostridium butyricum (46 %), Enterococcus sp. (21 %), Enterobacter sp. (20 %) et 

une espèce affiliée à la famille des Enterobacteriaceae (7 %). L’utilisation d’un filtrat d’ensilage de seigle a 

été choisie pour faciliter la collecte des bactéries, d’un point de vue technique. 

Les inocula bactériens correspondent à un volume de 7 mL de digestat, qui ne sont pas prétraités 

thermiquement avant stockage à -20°C. Ils n’apportent aucun élément nutritif supplémentaire susceptible 

de modifier le potentiel de production d’H2 de l’essai. De manière logique, les hydrolysats d’ensilage de maïs 

seront mis en œuvre avec l’inoculum bactérien provenant de la fermentation de l’ensilage de maïs (biomasse 

entière) et ceux d’ensilage de seigle opérés avec des bactéries provenant de la fermentation du filtrat 

d’ensilage de seigle. Préalablement aux tests sur biomasses réelles, le potentiel de production d’H2 associé 

aux inocula bactériens est testé en utilisant un substrat modèle. 

2.2. Production à partir de substrat modèle (glucose) et des inocula issus de 

fermentât de biomasses ensilées 

2.2.1 Production de H2 et des métabolites 

Initialement, des expériences de fermentation de substrat modèle (solution de glucose supplémentée en 

nutriments) ont été effectuées pour évaluer la capacité de production d’H2 des consortia microbiens 

prélevées en conditions de culture mésophiles (37°C). La quantité de glucose est fixée à 5 g/L. La figure 59 

présente les profils de production cumulée d’H2 et de métabolites au cours de la fermentation du substrat 

modèle inoculé avec chacun des deux inocula bactériens et le tableau 32 regroupe les paramètres de 

performances et de l’équation de Gompertz. 
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Figure 59 : Production cumulée d’H2 en mL (a) ; production des métabolites et consommation de glucose dans le milieu 
réactionnel en mmol/L (b) lors de la fermentation obscure de substrat modèle inoculé à partir de fermentât d’ensilage 
de maïs et de filtrat d’ensilage de seigle. 

Tableau 32 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation 
obscure de substrat modèle inoculé. 

Inoculum 
Production 

mLH2/Lbioréacteur 
Rendement 

(molH2/molglucose) 
Productivité max 

mLH2/L/h 
Rapport H2/CO2 

Maïs 825 1,33 199 0,64 

Seigle 852 1,34 195 0,65 

 

La production d'H2 est observée après une phase de latence d'environ 12 h pour l’inoculum bactérien obtenu 

à partir de fermentât d’ensilage de seigle et 17 h pour celui de maïs. Cette latence est probablement liée au 

temps nécessaire à la reprise de croissance des bactéries après congélation (Datar et al., 2007). Les données 

du tableau 32 montrent que les deux inocula bactériens présentent des données très similaires en termes de 

production d’H2 (en moyenne 838 ± 19 mLH2/L), de productivité maximale en H2 (en moyenne 

197 ± 3 mLH2/L/h) et de rapport molaire H2/CO2 (en moyenne 0,65 ± 0,01).  

Les inocula bactériens ont des métabolismes très similaires (figure 59b), l’éthanol et l’acétate sont les 

principaux co-produits de la fermentation. Le métabolisme lié à la production d’H2 semble efficace car l’H2 

est produit par la voie de l’acétate dont le rendement en H2 correspond au rendement maximal in vivo, qui 

s’élève à 4 molH2/molglucose. La production de propionate, de formiate ou d’acétate par homoacétogenèse est 

très faible. Toutefois, une partie importante du glucose est utilisée pour la solvantogenèse comme le montre 

les productions importantes d’éthanol (27,8 et 24,9 mmol/L) associées à un rapport molaire H2/CO2 

largement inférieur à 1. Ce métabolisme est différent de celui observé lors des fermentations de production 

des inocula bactériens à partir de biomasses réelles, fermentations pour lesquelles la production d’H2 

s’effectuait majoritairement par la voie du butyrate avec une faible production d’éthanol. 
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Datar et al. (2007) obtiennent des rendements molaires en H2 compris entre 2,2 à 3,2 molH2/molglucose consommé 

lors de la caractérisation de leur inoculum (boues anaérobie prétraitée à 15°C, 2 h) avec une solution de 

substrat modèle. Cet inoculum prétraité présente un métabolisme plus orienté vers la production du butyrate 

que vers la production d’éthanol, ce qui explique les rendements de conversion des sucres en H2 plus élevée 

et le rapport molaire H2/CO2 proche de 1. Clion et al. (2015) établissent un constat similaire lors de la 

production d’H2 à partir d’une solution de glucose inoculée avec des boues de STEP prétraitées (rendement 

en H2 de 2,1 molH2/molglucose consommé) dans des conditions expérimentales très similaires aux nôtres. Nos 

inocula bactériens, non prétraités thermiquement, ne semblent donc pas être les plus adaptés pour la 

fermentation de solution de substrat modèle. 

Les inocula bactériens de fermentât d’ensilage de maïs et de seigle permettent bien de produire de l’H2 à 

partir d’une solution de substrat modèle. L’analyse du métabolisme montre une grande similitude quel que 

soit l’inoculum et un rendement de conversion du substrat en H2 limité par la solvantogenèse. 

2.2.2 Identification des consortia bactériens  

L’ADN issu du milieu réactionnel prélevé à 22 h de fermentation est séquencé. La figure 60 présente 

l’abondance des consortia bactériens au cours de la fermentation de la solution de glucose inoculée avec du 

fermentât issu de la fermentation obscure d’ensilage de maïs et de seigle. 

 
Figure 60 : Abondances relatives des séquences du gène codant pour l’ARN 16S des consortia bactériens de la fermentation obscure 
de substrat modèle inoculé. 

Au cours de la fermentation du substrat modèle, deux espèces bactériennes, représentant 99 % de 

l’échantillon, sont identifiées avec des abondances significatives : Enterobacteriaceae sp. (> 61 %) et 

Clostridium butyricum (>26 %). Les autres taxons sont présents en très faible proportion (< 1 %). Fait 

remarquable, à partir des deux inocula, le consortium fermentaire qui se développe est très similaire et 

semble converger spontanément vers un système apparenté à une co-culture, et ce, malgré des populations 
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microbiennes initiales relativement différentes et diverses. L’analyse des populations microbiennes 

corrobore les observations précédentes tant en termes de production de gaz que de métabolisme. 

En conclusion, les inocula bactériens produits à partir de fermentât d’ensilage de maïs et d’hydrolysat de 

seigle bien que différents d’un point de vue taxonomique sont capables de produire de l’H2 à partir d’une 

solution de glucose avec un rendement identique de 1,33 et 1,34 molH2/molglucose. Sur ce type de substrat, ils 

présentent des caractéristiques très proches d’un point de vue fermentaire (coproduction d’acétate et 

d’éthanol) et microbiologique (coexistence de Enterobacteriaceae sp. et Clostridium butyricum). 

3 Prétraitement de l’ensilage de maïs par explosion à la vapeur 

L’optimisation du prétraitement d’explosion à la vapeur est effectuée par un plan d’expériences factoriel 

complet avec trois paramètres à deux facteurs. Les paramètres sélectionnés sont la température d’hydrolyse 

(170°C et 190°C), le temps d’hydrolyse (2 min et 10 min) et l’imprégnation ou non à l’acide sulfurique avant 

explosion pendant 24 h à 4°C. D’après l’équation 7.1 (Chornet et Overend, 2017 ; Chapitre 2), les conditions 

d’hydrolyse mises en œuvre présentent des facteurs de sévérité combinés (FSC) s’échelonnant de 4,0 à 10,5. 

𝐹𝑆𝐶 = log [𝑡 × 𝑒
𝑇−𝑇𝑟
14,75] −  𝑝𝐻 (𝐸𝑞 7.1) 

avec FSC : facteur de sévérité combiné, T : température du processus (°C), Tr la température de référence 

(100°C) ; t : temps de séjour (min), le terme 14,75 est une constante basée sur l'énergie d'activation dans les 

conditions où la cinétique du processus est de premier ordre et obéit à la loi d'Arrhenius, pH : le pH du milieu 

réactionnel. 

Le choix des conditions du prétraitement est crucial pour augmenter la digestibilité de la biomasse (Hendriks 

et Zeeman, 2009) et résulte d’un compromis puisque toutes les fractions de la biomasse ne sont pas solubles 

aux mêmes températures et que des inhibiteurs peuvent être générés au cours du prétraitement (Duque et 

al., 2016). 

Les paramètres d’hydrolyse ont été choisis d’après les connaissances propres au LERMAB (Université de 

Lorraine) sur la technologie d’explosion à la vapeur. Les températures de 170°C et 190°C semblent être un 

bon compromis entre hydrolyse et dégradation des sucres. En effet, la solubilisation des hémicelluloses a lieu 

entre 150°C et 180°C (Hendriks et Zeeman, 2009). A des températures plus élevées (proches de 195°C), les 

sucres, notamment le xylose, sont dégradés par déshydratation en composés furaniques. A de telles 

températures (190°C) et sur des durées courtes (1 min), plusieurs études montrent qu’il est possible 

d’hydrolyser une partie importante des hémicelluloses (Datar et al., 2007 ; Esteghlalian et al., 1997 ; Tucker 

et al., 2003). 

La production d’inhibiteurs est liée à la nature de la biomasse et à certains paramètres opératoires du 

prétraitement d’explosion à la vapeur telles que la température, la durée, la pression et l’utilisation de 
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catalyseurs comme des acides ou des bases. Les inhibiteurs principaux sont les dérivés furaniques (furfural, 

5-hydroxy-méthyl-furufural (5-HMF)) issus de la dégradation (déshydratation) des hexoses et des pentoses 

contenus dans les fractions cellulosiques et hémicellulosiques. Ces molécules ont un effet bactériostatique 

décrit dans le chapitre 1 (1.4). Le vapocraquage libère les acides issus des groupes acétyles des 

hémicelluloses, les acides issus de la dégradation des dérivés furaniques (acide formique, acétique et 

lévulinique), capables de diminuer le pH intracellulaire et de modifier la pression osmotique (Palmqvist et 

Hahn-Hägerdal, 2000) et les acides phénoliques présents dans la lignine qui ont un effet antimicrobien 

(Kalinoski et al., 2020). 

Ainsi, plus la température du prétraitement est élevée, plus la biomasse est hydrolysée et plus les sucres 

s’accumulent dans la phase liquide. Toutefois, l’augmentation de température favorise la libération 

d’inhibiteurs. Il y a donc un équilibre à trouver en termes de température entre ces deux phénomènes 

antagonistes. 

3.2 Effet des paramètres d’hydrolyse sur la composition du milieu réactionnel  

Des analyses de sucres sont effectuées sur la phase liquide du bioréacteur semi batch avant fermentation. 

Les données obtenues correspondent à la teneur en sucres dans le milieu réactionnel avant fermentation 

d’une fraction de biomasse équivalente à 50 g de biomasse brute préparée dans les conditions standards de 

fermentation en réacteur semi-batch. 

Le tableau 33 récapitule la liste des essais d’explosion à la vapeur effectués sur la biomasse d’ensilage de 

maïs et les teneurs en sucres solubles associées, détectées dans le milieu réactionnel.  

Tableau 33 : Paramètres du plan d’expériences pour l’optimisation du prétraitement d’explosion à la vapeur de la 
biomasse d’ensilage de maïs - teneur en sucres avant fermentation et rendement d’extraction des sucres. 

Température 
(°C) 

Temps 
(min) 

Imprégnation 
Facteur de sévérité 

combiné 

Teneur en 
sucres totaux 

(g/L) 

Rendement 
d’extraction des 

sucres ( %) 

170 2 Neutre* 4,0 1,5 13 % 

170 10 Neutre* 6,3 4,1 49 % 

170 2 Acide 5,9 3,0 26 % 

170 10 Acide 8,2 5,6 36 % 

190 2 Neutre* 6,3 5,1 45 % 

190 10 Neutre* 8,6 5,4 48 % 

190 2 Acide 8,2 2,6 23 % 

190 10 Acide 10,5 7,0 62 % 

*neutre = sans imprégnation acide 

Les teneurs en sucres obtenues dans le milieu réactionnel s’échelonnent de 1,5 g/L à 7,0 g/L, ce qui 

représente des rendements d’extraction dans la phase liquide entre 13 % et 62 % par rapport à la quantité 

de sucres calculée (11,36 g/L, Chapitre III) à partir des fractions de la biomasse (cellulose, hémicelluloses, 

amidon contenues dans 50 g de biomasse brute. La température et le temps d’hydrolyse impactent 

positivement la teneur en sucres totaux, analysés dans le milieu. 
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Une analyse statistique est conduite sur le plan d’expériences factoriel des paramètres de l’explosion à la 

vapeur selon la teneur en sucres totaux dans le milieu réactionnel correspondant à 50 g de biomasse brute. 

L’analyse du plan d’expériences à 3 facteurs montre que le temps d’explosion a un impact significatif sur la 

concentration en sucres à un seuil de 95 % (p = 0,045). L’effet des autres facteurs (température et 

imprégnation acide) n’est pas validé par l’analyse de variance.  

Par ailleurs, une corrélation est observée entre le facteur de sévérité combiné et la teneur en sucres totaux 

dans le milieu réactionnel. Celle-ci est présentée sur la figure 61.  

 

Figure 61 : Libération des sucres en fonction de la sévérité du prétraitement. Le point au contour rouge n’est pas utilisé 
pour le calcul de la droite de régression.  

La quantité de sucres solubilisés dans le milieu réactionnel augmente avec le facteur de sévérité combiné 

associé à l’hydrolyse. La droite de régression est plutôt bien ajustée (R2 proche de 0,9). Notons que les points 

correspondant aux essais à 190°C / 2 min avec et sans imprégnation sont repérables sur le graphique car ce 

sont les points les plus éloignées de la droite de régression.  

Pour approfondir la composition du milieu réactionnel, une analyse des sucres monomériques par HPAEC-

PAD (réalisée par le LERMAB) des différents hydrolysats est présentée sur la figure 62. La composition des 

hydrolysats est comparée aux biomasses de référence imprégnées ou non à l’acide et non explosées à la 

vapeur. 
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Figure 62 : Analyse de la composition en sucres monomériques et en inhibiteurs par HPAEC-PAD dans les hydrolysats 
d’ensilage de maïs en fonction des paramètres de l’hydrolyse (température, durée et imprégnation acide ou non).  

D’emblée, on observe que les teneurs en sucres monomériques sont très inférieurs aux teneurs en sucres 

totaux. Les conditions d’hydrolyse sélectionnées permettraient de solubiliser majoritairement des 

oligosaccharides dans le milieu réactionnel, l’hydrolyse des sucres en monomères demeurant limitée d’après 

les données observées (figure 62).  

Les principaux sucres monomériques observés sont le glucose, le xylose, le rhamnose et l’arabinose (ces deux 

derniers étant co-élués sur les chromatogrammes de l’HPAEC-PAD), et de façon très minoritaire le galactose 

et le fucose. Les conditions d’hydrolyse qui permettent d’obtenir les concentrations en sucres les plus 

importantes dans le milieu réactionnel sont 10 min / 190°C / Acide. Cette hydrolyse favorise la solubilisation 

majeure de monomères de glucose (68 % massique) dans le milieu réactionnel. Notons que la composition 

de la phase liquide obtenue avec les biomasses de référence imprégnées ou non à l’acide est assez similaire : 

le xylose est le sucre le plus abondant avec de faibles teneurs en glucose, rhamnose et arabinose, ce qui est 

cohérent avec les résultats du chapitre 3 (ensilage de maïs frais). 

Les essais correspondant à une durée de 2 min (2 min / 170°C / Neutre ; 2 min / 170°C / Acide ; 2 min / 190°C 

/ Acide), quels que soient le mode d’imprégnation et la température présentent étonnamment des teneurs 

en sucres monomériques inférieures à celles de la référence, notamment en ce qui concerne le xylose (hormis 

pour le test à 190°C en milieu neutre. Les faibles teneurs en 5-HMF et furfural suggèreraient que les pertes 

de glucose et de xylose par déshydratation sont faibles (Jönsson et Martín, 2016). La perte pourrait avoir lieu 

lors de l’explosion à la vapeur lors de laquelle une partie des sucres serait entrainée à l’évent avec la vapeur. 

Lors de ces 3 essais, l’explosion à la vapeur permet de solubiliser des oligomères de sucres puisque la quantité 

de sucres solubles totaux augmente dans le milieu réactionnel (tableau 33) par rapport à la référence, mais 
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la durée du prétraitement ne permet pas d’augmenter la quantité de monomères de sucres dans le milieu 

réactionnel. 

Dans les hydrolysats correspondant à une durée de 10 min (et celui à 2 min / 190°C / Neutre), des quantités 

supérieures de sucres monomériques sont observées par rapport aux références, ce qui montre que le 

prétraitement d’explosion à la vapeur permet d’hydrolyser les polymères de sucres en monomères avec une 

répartition équilibrée entre le glucose, le xylose et le rhamnose - arabinose. Fait surprenant, le xylose est 

détecté dans le milieu réactionnel dans des ordres de grandeur assez similaires aux références, ce qui 

suggèrerait soit que le xylane n’est pas hydrolysé jusqu’à l’échelle monomérique, soit qu’il y a des pertes de 

xylose via le flux de vapeur, soit que le xylose est dégradé en molécules non détectables par HPAEC-PAD. 

Ces résultats sont assez cohérents d’un point de vue qualitatif avec les résultats de Thomsen et al. (2008), 

qui montrent que les sucres majoritaires résultant de l’hydrolyse de l’ensilage de maïs (185°C, 15 min) sont 

issus du glucane (glucose) et des hémicelluloses (xylose, arabinose). Ce constat est différent de celui de 

l’étude des sucres hydrolysés à partir de paille de maïs provenant majoritairement des hémicelluloses (Datar 

et al., 2007 ; Shanmugam et al., 2014 ; Tucker et al., 2003). 

Plusieurs études dans la littérature analysent l’effet des paramètres d’hydrolyse sur l’extraction des sucres. 

Dans nos essais, on observe quel que soit le mode d’imprégnation et pour une durée donnée, une 

augmentation de la quantité de sucres solubles en fonction de la température. Ceci est en accord avec les 

travaux de Song et al. (2020) lors de l’hydrolyse par explosion à la vapeur de la plante aquatique 

Alternanthera philoxeroides entre 75 et 135°C. De même, pour nos essais, la durée choisie pour l’explosion à 

la vapeur a un effet très positif ; dans la littérature, la durée d’hydrolyse est également corrélée à la 

concentration des sucres par Dai et al. (2021) lors du prétraitement de bambou à l’autoclave (121°C). Ce 

constat est partagé par Liu et Cheng (2010) avec de la paille de maïs. A haute température, Datar et al. (2007) 

notent l’augmentation générale de la solubilisation de la biomasse avec la durée et la température 

d’hydrolyse et l’apparition d’un optimum de concentration en sucres à des conditions bien précises, 

dépendantes de l’imprégnation de la biomasse. Ce résultat illustre aussi le phénomène de dégradation des 

sucres si le prétraitement est trop sévère, résultat retrouvé dans plusieurs études : Song et al. (2020) et Liu 

et Cheng (2010) observent à la fois un optimum de temps et de teneur en acides pour l’imprégnation de la 

biomasse. Yang et al. (2010), Dai et al. (2021), Wang et al. (2010) et Pan et al. (2011) obtiennent des résultats 

similaires en testant spécifiquement la quantité d’acide utilisée pour l’hydrolyse et dont l’optimum varie en 

fonction de la température.  

Logiquement, la concentration en furfural semble augmenter avec la sévérité du prétraitement. Le 5-HMF 

n’est détecté dans le milieu réactionnel du test que pour le prétraitement le plus sévère 

(190°C / 10 min / Acide) et est associé à une libération significative du glucose. L’analyse des composés 

résultant de la déshydratation des sucres montre que les teneurs en 5-HMF et furfural, inhibiteurs de la 
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fermentation obscure, sont très faibles au regard de la littérature notamment par comparaison avec la paille 

de maïs (Cao et al., 2009 ; Datar et al., 2007) et avec des seuils d’inhibition d’environ 1 g/L observés par Akobi 

et al. (2016), Anburajan et al. (2018) et Muñoz-Páez et al. (2019). Ces deux composés sont analysés dans le 

milieux réactionnel avec des teneurs inférieurs à 15 mmol/L, ce qui ne devrait pas induire de phénomène 

d’inhibition au cours de la fermentation. En effet, d’après Quéméneur et al. (2012) et Sivagurunathan et al. 

(2017), le furfural peut inhiber la production d’H2 à partir d’une solution de xylose dès 0,1 - 0,5 g/L. Le seuil 

d’inhibition varierait en fonction de la nature du consortium fermentaire d’autant plus qu’un effet de synergie 

entre les deux molécules potentialiserait l’effet inhibiteur (Liu et al., 2015). Cao et al. (2009) observent un 

effet négatif de la présence de furfural sur la production d’H2 à une concentration proche de 2 g/L dans le 

milieu réactionnel. 

En conclusion, l’explosion à la vapeur a permis de solubiliser de manière significative des sucres présents 

dans la structure lignocellulosique de l’ensilage de maïs, le rendement maximal d’extraction de 62 % est 

atteint dans les conditions de sévérité maximales testées. Pour nos essais, le temps d’hydrolyse est identifié 

comme le facteur le plus impactant sur la solubilisation des sucres dans le milieu réactionnel. L’analyse des 

sucres monomériques montre que la majorité des sucres sont présents dans la phase liquide sous forme 

d’oligomères plutôt que de monomères. L’explosion à la vapeur aurait ainsi permis d’hydrolyser l’amidon et 

les hémicelluloses comme l’illustre l’augmentation de la teneur en glucose, rhamnose et arabinose après 

explosion à la vapeur mais elle ne permet pas d’améliorer significativement la teneur en xylose dans la phase 

liquide. Pendant le traitement à haute sévérité, des réactions secondaires notamment la déshydratation de 

sucres sont associées à des pertes de xylose converti en furfural et 5-HMF ; ce phénomène semble toutefois 

relativement faible. L’action de l’acide est donc à double tranchant : augmentation de la solubilisation des 

sucres mais aussi augmentation de la dégradation des sucres en inhibiteurs. Notons que les conditions de 

prétraitements testées n’ont pas permis de mettre en évidence un optimum pour l’extraction des sucres 

dans le milieu réactionnel. 

3.3 Effet des paramètres d’hydrolyse par explosion à la vapeur sur la production 

d’hydrogène  

Une fraction de biomasse équivalente à 50 g de biomasse brute est reconstituée à partir d’hydrolysat liquide 

(1,5 - 7,0 gsucres/L) et de résidu solide d’hydrolyse et est inoculé avant fermentation en réacteur semi batch. 

Les tests de fermentation de référence sont effectués avec la biomasse inoculée mais non explosée. 

La figure 63 présente les volumes d’hydrogène cumulés en fonction des conditions de prétraitement de la 

biomasse explosée à la vapeur. 
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Figure 63 : Effet des paramètres d'explosion à la vapeur sur les productions cumulées d'H2 obtenues avec de l’ensilage 
de maïs non imprégné à l’acide (imprégnation neutre) (a) et de l’ensilage imprégné à l’acide sulfurique (imprégnation à 
l’acide) (b).  

L’analyse des profils de production d’hydrogène (résultats non présentés) met en évidence un pic de 

production dont le sommet est le plus souvent dédoublé. Le débit d’H2 décroit ensuite rapidement, dans un 

premier temps, puis plus progressivement, dans un second temps. Les durées de fermentation (figure 63) 

s’échelonnent sur une durée totale de 23 à 30 h et le temps de latence moyen est d’environ 5 h, à l’exception 

des conditions de prétraitement les plus sévères (10 min avec imprégnation acide) où la fermentation est 

plus longue (38 h) et le temps de latence est sensiblement plus long (12 h) (figure 63). L’augmentation des 

temps de latence pourrait être corrélée à la présence de furfural d’après Muñoz-Páez et al. (2019) et Datar 

et al. (2007).  

Les paramètres de performances de production d’H2 et les paramètres de l’équation de Gompertz sont 

regroupées dans le tableau 34. 

Tableau 34 : Impact des conditions d’hydrolyse de l’ensilage de maïs par explosion à la vapeur sur les paramètres de 
performances de production d’H2 et de l’équation de Gompertz. Pour l’ensemble des tests, l’inoculum issu de la 

fermentation endogène de la biomasse, a été additionné en début de test. 

Paramètre d’explosion 
Production Rendement 

LH2/kgbiomasse initiale 

Productivité max Latence Rapport 
H2/CO2 LH2/Lbioréacteur mLH2/L/h h 

Référence / Neutre 2,04 28,5 278 6,4 0,75 

Référence / Acide 1,55 21,7 252 6,5 0,74 

170°C / 2 min / Neutre 1,12 15,7 194 4,7 0,88 

170°C / 10 min / Neutre 2,16 30,2 305 5,5 0,93 

190°C / 2 min / Neutre 2,21 30,9 278 5,0 0,92 

190°C / 10 min / Neutre 2,32 32,5 278 9,7 0,84 

170°C / 2 min / Acide 1,91 26,7 286 4,8 0,91 

170°C / 10 min / Acide 2,67 37,4 351 4,8 0,94 

190°C / 2 min / Acide 1,27 17,8 194 4,5 0,89 

190°C / 10 min / Acide 2,38 33,4 247 10,0 0,85 

Référence = pas de traitement d’explosion à la vapeur 
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Les productions d’H2 obtenues sont comprises entre 1,12 et 2,67 LH2/Lbioréacteur correspondant à des 

rendements de production d’H2 entre 15,7 et 37,4 LH2/kgbiomasse. L’explosion à la vapeur a globalement un 

effet positif sur le rendement de production d’H2 à l’exception de trois fermentations, qui présentent des 

rendements inférieurs à ceux de la référence sans imprégnation acide (les mêmes essais que ceux dont les 

monosaccharides étaient en concentrations inférieures aux tests de référence). Les productions d’H2 les plus 

importantes sont obtenues à l’issue des prétraitements à forte sévérité qui sont associés à des teneurs en 

sucres totaux plus importantes dans le milieu réactionnel, ce qui souligne l’effet du prétraitement à la fois 

pour l’extraction des sucres et pour la production d’H2. La figure 64 illustre la corrélation entre le rendement 

de production en H2 et le facteur sévérité associé au prétraitement d’explosion à la vapeur. 

 

Figure 64 : Effet du facteur de sévérité combiné sur le rendement en H2 de la biomasse hydrolysée par explosion à la vapeur  

L’augmentation du facteur de sévérité combinée entre 4 et 7 permet d’améliorer le rendement de conversion 

de la biomasse en H2. A FSC > 6, le rendement en H2 tend à se stabiliser à une valeur supérieure à 30 LH2/kgMS. 

Notons que sur le domaine expérimental testé, la valeur la plus élevée de production d’H2 FSC = 8,2 est 

atteinte dans des conditions d’explosion à la vapeur (170°C / 10 min / Acide) différentes de celles permettant 

de maximiser la teneur en sucres dans le milieu réactionnel (190°C / 10 min / Acide). Cette dissociation des 

conditions optimales proviendrait de la libération de composés qui inhiberaient la production d’H2. La 

référence en imprégnation neutre présente un rendement en H2 supérieur à celui de la référence imprégnée 

à l’acide, ce qui montre que sans prétraitement d’explosion à la vapeur, l’imprégnation acide ne permet pas 

d’améliorer le potentiel H2 de la biomasse alors que celle-ci permet d’améliorer systématiquement la 

production d’H2 lors des hydrolyses à 170°C en catalysant l’hydrolyse de la biomasse. A 190°C, l’effet de 

l’imprégnation est moins significatif voire réduit la production d’H2 pour les tests à 190°C / 2 min. Ainsi, 

l’imprégnation acide est recommandée à 170°C mais n’est pas utile à 190°C. L’augmentation de la durée 

d’hydrolyse améliore systématiquement le potentiel de production d’H2 de la biomasse. 

La productivité maximale en H2 augmente à la fois avec le temps et la température en condition neutre, alors 

qu’en condition d’imprégnation acide, la productivité s’améliore avec le temps mais diminue avec la 
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température. D’après le tableau 34, la productivité en H2 et le rapport molaire H2/CO2 les plus élevés 

(respectivement 351 mLH2/L/h et 0,94) sont associés à la fermentation d’hydrolysat obtenu à 170°C pendant 

10 min. A 10 min d’hydrolyse, l’augmentation de la température réduit la productivité maximale d’H2 et le 

rapport H2/CO2, ce qui suggèrerait des phénomènes d’inhibition de la fermentation. En effet, à ces conditions 

d’hydrolyse, on observe les teneurs les plus importantes en inhibiteurs dans le milieu réactionnel, 

notamment le furfural, liés à la sévérité du prétraitement.  

Il apparaît donc que les conditions d’explosion à la vapeur optimales soient une température de 170°C, une 

durée de 10 min et une imprégnation acide. D’un point de vue industriel, si l’imprégnation à l’acide n’est pas 

sélectionnée en raison des contraintes liées au stockage de l’acide, les conditions d’explosion à la vapeur 

optimale pour mettre en œuvre le prétraitement seront 190°C et 10 min. 

3.4 Effet des paramètres d’hydrolyse sur les métabolites produits 

La figure 65 présente l’analyse des productions de métabolites dans le milieu réactionnel et permet d’évaluer 

l’impact des paramètres de l’explosion à la vapeur sur le métabolisme fermentaire .  

 

Figure 65 : Effet des paramètres d’hydrolyse sur le métabolisme fermentaire 

D’emblée, on remarque que les tests de références (pas de prétraitement) se caractérisent par un 

métabolisme équilibré entre la production d’acétate et de butyrate, ce qui se traduit par un rapport molaire 

B/A proche de 1. Les productions d’acétate observées pour les références sont les plus importantes dont 

près de la moitié provient de l’homoacétogenèse (respectivement 18,1 et 17,8 mmol/L). 

Lors des fermentations d’hydrolysats, on note un métabolisme plus favorable à la production d’H2 par la voie 

du butyrate et également une diminution de la production d’acétate par homoacétogenèse (<10 mmol/L). 

La production de butyrate est stable (40 à 50 mmol/L) sauf pour les 3 tests avec les concentrations en sucres 
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les plus faibles (i.e. les productions d’H2 les plus faibles). Les productions en acétate s’échelonnent entre 

10 et 20 mmol/L sauf pour le test avec le prétraitement le plus sévère (30 mmol/L). Ainsi, la production 

d’acétate par homoacétogenèse est maximale lors de la fermentation de l’hydrolysat avec la sévérité la plus 

importante (190°C / 10 min / acide). Ce test correspond également à l’essai avec la plus haute teneur en 

sucres et en inhibiteurs dans le milieu réactionnel. L’augmentation de l’homoacétogenèse pourrait être liée 

à ces deux facteurs : la quantité de substrat et la présence d’inhibiteurs. 

Les productions de métabolites issus de voies concurrentes à la production d’H2 (éthanol) ou consommatrices 

d’H2 (propionate) sont faibles, ce qui montre que l’association de l’inoculum exogène et des hydrolysats 

d’ensilage de maïs (filtrat + résidu) aboutit à un métabolisme fermentaire orienté vers les voies de production 

d’H2. Le nombre de moles de lactate consommées est variable, il dépend de l’intensité de la phase de 

production de lactate, au cours du pic de production d’H2, avant sa consommation totale. 

Dans la littérature, Anburajan et al. (2018) relèvent une baisse de la production de butyrate et d’acétate en 

présence d’inhibiteurs (5-HMF) lors de la fermentation de galactose. Dans notre cas, nous notons également 

une diminution de la production d’acides organiques lors des fermentations des biomasses hydrolysées mais 

celle-ci est la conséquence d’un meilleur métabolisme et non d’un phénomène d’inhibition des voies de 

production d’H2. Par ailleurs, Anburajan et al. (2018) relèvent également un changement d’orientation 

métabolique i.e. une augmentation de la production de lactate, de propionate et de formiate. De plus, 

Shanmugam et al. (2014) et Veeravalli et al. (2014) font état d’un changement de métabolisme vers la 

production d’éthanol et de propionate en réponse à la toxicité du furfural (2,42 g/L). Aucun de ces effets 

n’est observé dans notre étude, ce qui montre que les quantités d’inhibiteurs sont trop faibles pour induire 

un stress sur le métabolisme des consortia bactériens. 

En effectuant des ajouts dosés de composés furaniques, Liu et al. (2015) observent un effet net sur la 

réduction de la production d’H2 mais n’identifient aucune tendance significative négative sur l’évolution du 

métabolisme fermentaire. Quéméneur et al. (2012) étudient l’effet de l’ajout de sous-produits d’hydrolyse 

au cours de la fermentation. Selon ces auteurs, les composés furaniques n’altèreraient pas le rapport molaire 

B/A. Cependant, les résultats qu’ils obtiennent en ajoutant des composées de la lignine ou des phénols, 

apportent un éclairage sur les phénomènes observés dans notre étude. En effet, l’augmentation du rapport 

molaire B/A observée dans notre étude, entre les tests de référence et les tests d’hydrolysats, pourrait être 

liée à la libération de composés phénoliques dans les hydrolysats. L’augmentation de la production d’acétate, 

spécifique à l’essai 190°C / 10 min / acide, serait liée à la présence de lignine dans le milieu réactionnel. 

Ainsi, les variations de métabolismes observées lors des tests de fermentation d’hydrolysats sont d’abord 

liées aux variations de la quantité de substrat dans le milieu réactionnel, la libération de phytocomposés 

altérant les voies métaboliques interviendrait dans un second temps. 
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3.5 Analyse des corrélations 

Une analyse en composantes principales est effectuée sur les données normalisées pour identifier les 

corrélations entre les paramètres de l’hydrolyse, les performances de production de gaz et les données 

métaboliques recueillies au cours des tests utilisant exclusivement la biomasse hydrolysée et inoculée, les 

données des tests de référence ne sont pas utilisées.  

 

Figure 66 : Analyse en composantes principales (ACP) des caractéristiques de production d’H2 et des principaux 
métabolites produits au cours des fermentations inoculées d’ensilage de maïs hydrolysé. Les données des fermentations 
de référence, de productions d’éthanol et de propionate ne sont pas utilisées. 

Les deux composantes F1 et F2 de l’analyse en composantes principales présentées sur la figure 66 expliquent 

plus de 67,5 % de la variabilité des données. L’ACP fait apparaître une corrélation entre la durée d’hydrolyse, 

la production d’H2 et la production de butyrate. La durée d’hydrolyse est le paramètre clé du prétraitement. 

Elle permet l’augmentation de la production d’H2 co-produit avec le butyrate. La corrélation entre H2 et 

butyrate montre à nouveau le rôle crucial de la voie butyrate lors de la fermentation de biomasses ensilées 

par des bactéries issues de ces biomasses. 

Un autre ensemble de corrélations montre que le facteur de sévérité combiné, calculé à partir de la durée 

d’hydrolyse, la température et l’imprégnation, influence positivement la teneur du milieu réactionnel initial 

en composés solubles : les sucres monomériques, les sucres totaux, la consommation de lactate et, dans une 

moindre mesure, les inhibiteurs. 

L’imprégnation par acide n’est pas bien représentée sur les axes choisis, ainsi aucune corrélation n’est 

possible avec ce paramètre d’hydrolyse. 

Température

Durée d'hydrolyse

Imprégnation 
acide

Production d'H2

Productivité max. en H2

H2/CO2

Consommation de lactate

Butyrate

Acétate

Rapport molaire B/A
H2

2(B+A)

Homoacétogenèse

Sucres monomériques

Sucres totaux

Inhibiteurs

Sévérité combinée

-1

-0,75

-0,5

-0,25

0

0,25

0,5

0,75

1

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1

F
2

 (
2
2
,9

5
 %

)

F1 (44,70 %)

Variables (axes F1 et F2 : 67,65 %)



 Chapitre 7 

208 
 

Pour conclure, l’analyse des corrélations montre que la durée d’hydrolyse permet d’augmenter clairement 

la production d’H2. Le facteur de sévérité combiné de l’explosion à la vapeur conditionne la quantité de sucres 

et la production d’inhibiteurs lors du prétraitement. 

3.6 Effet des paramètres d’hydrolyse sur les consortia fermentaires 

L’ADN présent dans le milieu réactionnel a été extrait et séquencé pour évaluer l’impact du prétraitement 

d’explosion à la vapeur sur les consortia fermentaires. La figure 67 présente les consortia bactériens observés 

au cours de la fermentation de la biomasse de référence (sans imprégnation acide) et ceux des biomasses 

explosées à la vapeur 170°C / 2 min / neutre et 170°C / 10 min / acide, qui présentent le potentiel de 

production d’H2 le moins et le plus élevé, respectivement 1,12 et 2,67 LH2/Lbioréacteur. 

 

Figure 67 : Effet du prétraitement d’explosion à la vapeur sur les consortia fermentaires. 

Les taxons majoritaires au cours des fermentations sont des producteurs d’H2 parmi lesquels ont été 

identifiés : Clostridium butyricum, Clostridium sp., Enterobacteriaceae et Enterococcus sp.. La composition 

des hydrolysats semble donc tout à fait favorable au développement de bactéries productrices d’H2 comme 

les données de productions d’H2 et de métabolites le suggéraient : sur les échantillons séquencés, 

l’abondance des bactéries appartenant au genre Clostridium est répétable avec environ 75 % d’abondance 

pour les essais correspondant à la référence et aux biomasses hydrolysées. Au sein du genre Clostridium, le 

taxon Clostridium butyricum présente les abondances les plus élevées et sa proportion dans la population 

bactérienne augmente avec la sévérité du prétraitement : de 45 % d’abondance dans la biomasse non 

prétraitée par explosion à la vapeur à 74 % dans l’hydrolysat de biomasse imprégnée à l’acide et explosée 

pendant 10 min à 170°C. Une analyse de dissimilarité entre les échantillons montre que la composition du 
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consortium observé pendant la fermentation de la biomasse de référence est assez proche de l’inoculum : 

outre Clostridium butyricum, des taxons comme Clostridium sp, Enterobacteriaceae sp., Lachnospiraceae sp., 

Veillonellaceae sp. et Coprococcus sp. sont identifiés. Les populations bactériennes qui émergent lors de la 

fermentation des biomasses hydrolysées sont assez similaires. Notons toutefois que les conditions 

d’hydrolyse ne favorisent pas les mêmes taxons : le taxon Enterobacteriaceae est favorisé lors de la 

fermentation de biomasse hydrolysée avec un prétraitement à faible facteur de sévérité combiné 

(170°C / 2 min /neutre) (20 %) alors que la bactérie lactique Enterococcus sp. semble plus adaptée pour la 

fermentation de biomasse hydrolysée dans des conditions plus sévères (17 %). 

Anburajan et al. (2018) montrent que la teneur en 5-HMF favorise l’émergence de bactéries lactiques 

(Lactobacillus et Enterococcus) par rapport aux Clostridium lors de la fermentation de galactose. Ces résultats 

obtenus à des teneurs en inhibiteurs largement supérieurs aux nôtres (1 g/L contre 10 mg/L) permettent, en 

partie, d’expliquer nos résultats en justifiant la présence du taxon des Lactobacilliales appartenant au genre 

Enterococcus. Par ailleurs, les expériences de Liu et al. (2015) sur de la paille de maïs mettent en évidence 

l’augmentation de la proportion de bactéries du genre Clostridium dans le milieu réactionnel à l’issue d’ajouts 

dosés de composés furaniques, ce qui correspond à nos observations. Muñoz-Páez et al. (2019) observent, 

suite à l’ajout d’inhibiteurs, l’enrichissement du consortium en Clostridium dont le taxon C. butyricum, et en 

bactéries lactiques, à nouveau en cohérence avec nos résultats. Ils soulignent le rôle de ces bactéries pour la 

détoxification du milieu i.e. la dégradation du 5-HMF et du furfural. 

L’ensilage de maïs hydrolysé est donc une biomasse tout à fait favorable au développement de bactéries 

productrices d’hydrogène dont l’abondance est corrélée à la fois au potentiel de production d’H2 de la 

biomasse et à la sévérité du prétraitement. Les bactéries productrices d’H2 du consortium bactérien seraient 

également capables de dégrader les inhibiteurs présents dans le milieu. 

3.7 Fractionnement de la biomasse par explosion à la vapeur 

Dans le but de fractionner la biomasse afin de collecter un substrat liquide riche en sucres pour alimenter le 

BRM, le potentiel de production d’H2 de l’hydrolysat d’ensilage de maïs (phase liquide) seul est testé en 

bioréacteur semi batch. Deux conditions d’hydrolyse sont étudiées dont les paramètres correspondant 

à l’optimum de solubilisation des sucres (190°C / 10 min / Acide) et à l’optimum de production d’H2 (170°C / 

10 min / Acide) avec la biomasse totale. 

3.7.1  Production d’hydrogène 

La figure 68 présente les volumes cumulés d’H2 des hydrolysats de l’ensilage de maïs explosé à la vapeur avec 

pour comparaison, ceux de la biomasse entière, c’est-à-dire reconstituée (filtrat + résidu) . 
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Figure 68 : Production cumulée d’H2 lors de la fermentation de filtrats préparés à partir d’ensilage de maïs hydrolysé par explosion à 
la vapeur – Comparaison avec les biomasses entières (filtrat + résidu). 

Les profils de débit d’H2 sont assez similaires et présentent quelques différences en termes de cinétique de 

production. Le filtrat obtenu lors de l’explosion à 190°C est caractérisé par un temps de latence 11 h et un 

temps de fermentation de 38 h, plus longs que ceux du filtrat de la biomasse explosée à 170°C (7 h et 28 h), 

ce qui est cohérent avec les résultats des tests de fermentation avec la biomasse entière.  

De façon remarquable, le profil de fermentation du filtrat est très proche de celui de la biomasse entière 

(filtrat + résidu), ce qui montre que la majorité des substances fermentescibles sont contenues dans le filtrat 

au terme de l’explosion.  

Les paramètres de performance de production d’H2 et de l’équation de Gompertz correspondant aux filtrats 

des biomasses sont regroupées dans le tableau 35 et comparés à ceux des biomasses entières 

(filtrat + résidu). Lors de la fermentation des filtrats, un volume d’eau supplémentaire a été ajouté pour 

compenser l’absence du résidu solide. 

Tableau 35 : Effet du fractionnement de la biomasse explosée à la vapeur sur les paramètres de performances de production d’H2 
et de l’équation de Gompertz. 

Temp. 
° C 

Fraction 
Sucres solubles 

totaux g/L 

Production Rendement 
mLH2/gbiomasse initiale 
(molH2/molsucres) 

Productivité maximale 
Rapport H2/CO2 

mLH2/Lbioréacteur mLH2/L/h 

170°C 

Entière - 2671 37,4 351 0,94 

Filtrat 5,6  2316 
32,5 

(2,91) 
309 0,90 

190°C 

Entière - 2383 33,4 247 0,85 

Filtrat 7,0 2346 
32,8 

(2,50) 
262 0,93 

 

Les résultats chiffrés confirment que les fermentations des filtrats seuls présentent des productions d’H2 et 

des rendements tout à fait comparables aux fermentations de biomasse entière montrant le transfert quasi 

intégral du potentiel de production d’H2 vers la phase liquide. A 170°C, le filtrat contient 87 % du potentiel 
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H2 et à 190°C, 98 % du potentiel de production d’H2 est présent dans le filtrat. Les rendements de conversion 

de sucres en H2 obtenus lors de la fermentation des filtrats sont de 2,5 et 2,9 molH2/molsucres et rendent compte 

d’un très bon métabolisme pour la production d’H2. Notons qu’à 190°C, la diminution du rendement en H2 

pourrait être liée à la présence dans le milieu réactionnel de composés issus de la lignine ou de la dégradation 

des sucres. Notons que le rendement en H2 est nettement plus élevé que celui observé lors de la fermentation 

d’une solution de glucose à partir du même inoculum (1,33 molH2/molsucres). Ce résultat remarquable 

suggèrerait le lien étroit entre les conditions de fermentation liées à la biomasse tant au niveau du substrat 

(hexose, pentoses, lactate) que des autres solutés (acétate), l’inoculum utilisé et le rendement de production 

d’H2. Dans la littérature, peu d’études observent un tel phénomène. Ausiello et al. (2017) montrent que leur 

inoculum est plus adapté à leur hydrolysat qu’à une solution de substrat modèle et Datar et al. (2007) 

obtiennent par contre des rendements très proches entre le substrat modèle (2,2 -3,2 molH2/molsucres) et leurs 

hydrolysats (2,8 – 3,0 molH2/molsucres).  

A 170°C, la fermentation des filtrats présentent une productivité maximale en H2 et un rapport molaire 

H2/CO2 légèrement inférieurs à ceux obtenus lors de fermentation de la biomasse entière (filtrat et résidu). 

A 190°C, le constat est inversé : c’est le filtrat qui présente la productivité maximale en H2 et le rapport 

molaire H2/CO2 les plus élevés.  

Ainsi, les hydrolysats d’ensilage de maïs présentent de très bons potentiels de production d’H2 et rendements 

de conversion de sucres en H2. Ces résultats soulignent également le succès du fractionnement de la 

biomasse par explosion à la vapeur dans les conditions de prétraitement testées. En effet, plus de 85 % du 

potentiel de production d’H2 de la biomasse ont été extraits de l’hydrolysat après le prétraitement. Les 

conditions de prétraitement d’explosion de la biomasse imprégnée à l’acide pendant 10 min à 170°C 

semblent les plus intéressantes pour valoriser énergétiquement le substrat et le résidu. Le filtrat présente un 

potentiel H2 équivalent à celui obtenu à 190°C et le résidu dont le potentiel énergétique serait plus élevé 

pourrait être valorisé par digestion anaérobie ou par fermentation obscure après par exemple, un 

prétraitement enzymatique. 

3.7.2 Production de métabolites 

La figure 69 présente l’analyse des productions de métabolites dans le milieu réactionnel lors de la 

fermentation du filtrat de biomasse d’ensilage de maïs imprégnée à l’acide et explosée à la vapeur pendant 

10 min à 170°C et 190°C.  
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Figure 69 : Effet de la température d’hydrolyse et du fractionnement de l’hydrolysat d’ensilage de maïs obtenu par 
explosion à la vapeur (entier et filtrat seul) sur le métabolisme fermentaire lors de la bioproduction d’H2. 

D’un point de vue qualitatif, les métabolismes des filtrats sont assez proches. Notons que pour le même 

volume en H2 produit, le test du filtrat à 190°C a produit plus de butyrate que celui à 170°C. Dans ces 

conditions, les voies métaboliques non productrices d’H2 sont légèrement plus actives. En effet, une petite 

production de propionate (4,8 mM) est observée lors de la fermentation du filtrat de biomasse explosée à 

190°C par rapport au filtrat préparé avec de la biomasse explosée à 170°C. Cette production reste faible par 

rapport à la production de métabolites globale. 

Lors de la fermentation de la biomasse entière, les productions de butyrate sont plus importantes et le 

métabolisme est légèrement plus favorable à l’homoacétogenèse que pour les filtrats, ce qui serait lié à la 

présence du résidu. La libération de composés phénoliques, inhibiteurs bactériens, provenant de la lignine 

dans la phase liquide pourraient générer un stress expliquant ce phénomène (Panagiotopoulos et al., 2011 ; 

Quéméneur et al., 2012). A 170°C, la présence initiale élevée d’acétate dans le milieu réactionnel expliquerait 

le rapport molaire B/A élevé par rapport à la fermentation du filtrat. A 190°C, la fermentation des filtrats 

améliore le rapport molaire B/A et réduit la production d’acétate par la voie de l’homoacétogenèse. 

Pour conclure, le métabolisme des fermentations étudiées dans cette partie (biomasse imprégnée à l’acide 

et hydrolysée pendant 10 min) est orienté vers la production d’H2 par la voie du butyrate et de l’acétate, tant 

pour la fraction liquide (filtrat) que pour la biomasse entière (filtrat + résidu). Ces données valident les 

rendements de conversion des sucres en H2 élevés obtenus précédemment. Les voies métaboliques non 

associées à la production d’H2 (homoacétogenèse, solvantogenèse, production de propionate) sont peu 

actives. 
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3.8 Conclusion sur l’impact du prétraitement d’explosion à la vapeur sur la 

fermentation obscure  

L’ensilage de maïs a été prétraité par explosion vapeur sous plusieurs conditions permettant d’évaluer 

l’impact des paramètres du prétraitement (température, durée, imprégnation à l’acide) sur le potentiel de 

production d’H2 de la biomasse inoculée. 

Obtenu lors de la fermentation de biomasse imprégnée à l’acide et hydrolysée 10 min à 170°C, l’optimum de 

production d’H2 est de 37,4 LH2/kgbiomasse initiale. Il représente une augmentation de 30 % et par rapport aux 

tests avec la biomasse de référence non imprégnée et de 72 % par rapport à celle imprégnée à l’acide. 

L’analyse des consortia bactériens a mis en évidence la présence de bactéries productrices d’H2, notamment 

de Clostridium butyricum, dans le milieu réactionnel. 

L’explosion à la vapeur a permis de solubiliser significativement les sucres sous forme d’oligomères dans 

l'hydrolysat (1,5 - 7,0 g/L) par rapport à la biomasse non traitée (0,2 g/L). 

Si le facteur de sévérité combiné du prétraitement a été identifié comme le paramètre permettant de rendre 

compte de la teneur en sucres solubilisés mais également celle en inhibiteurs, la production d’H2 semble 

dépendre de la durée d’hydrolyse. Ainsi, les conditions de prétraitement d’hydrolyse optimales pour la 

production d’H2 sont différentes de celles qui maximisent la quantité de sucres dans la phase liquide en raison 

de phénomènes d’inhibition lors de la production d’H2 (Basak et al., 2020). Les inhibiteurs furaniques, de par 

leur faible concentration et par la nature du consortium résistant aux inhibiteurs, ne semblent pas expliquer 

la diminution de la production d’H2 observée lors des prétraitements en conditions d’hydrolyse les plus 

sévères. Des analyses de teneur en composés phénoliques pourraient être effectuées pour quantifier la 

libération d’acides phénoliques contenus dans la lignine comme l’acide férulique et l’acide p-coumarique, qui 

sont présents en quantité remarquable dans la plante de maïs (Bento-Silva et al., 2018 ; Jönsson et Martín, 

2016). Ces molécules ont des effets antimicrobiens avérés (Kalinoski et al., 2020) et pourraient diminuer le 

rendement de la production d’H2 (Panagiotopoulos et al., 2009). L’effet inhibiteur du substrat sur la 

fermentation pourrait également expliquer la diminution du rendement en H2. Plusieurs études ont montré 

que le rendement de production variait significativement en fonction de la charge de biomasse appliquée 

dans le réacteur batch (Datar et al., 2007 ; Guo et al., 2014 ; Pan et al., 2010 ; Panagiotopoulos et al., 2009 ; 

Zhang et al., 2015). 

Enfin, on notera un transfert quasi-total du potentiel de production d’hydrogène vers la phase liquide à l’issue 

du traitement à l’explosion à la vapeur avec pour les filtrats des rendements de production en hydrogène 

élevé (2,5-2,9 molH2/molsucres), rendant compte d’un très bon métabolisme pour la production d’H2.  
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4 Prétraitement de l’ensilage de maïs par autoclavage  

Lors de la partie précédente, il est apparu que la durée d’hydrolyse s’avère être le facteur déterminant pour 

la production d’H2 et que les conditions de prétraitement à haute température (190°C) favoriseraient la 

génération d’inhibiteurs. En conséquence, nous avons donc choisi de tester un autre prétraitement 

hydrothermique, l’hydrolyse par autoclavage, qui permet d’explorer des conditions d’hydrolyse à plus basses 

températures que celles de l’explosion vapeur i.e. comprises entre 80°C et 140°C et sur une plus longue durée 

(60 min). 

4.2 Effet des paramètres d’hydrolyse sur la composition du milieu réactionnel 

Un plan d’expériences a été conduit pour optimiser le prétraitement de l’ensilage de maïs par autoclavage 

en fonction de la température et de la quantité d’acide sulfurique additionnée à la biomasse avant le 

prétraitement. La durée d’hydrolyse sera maintenue constante (60 min). Le tableau 36 récapitule les 

conditions des essais d’hydrolyse en autoclave et les teneurs en sucres solubles détectées dans le milieu 

réactionnel.  

Tableau 36 : Paramètres pour les tests de l’optimisation du prétraitement à l’autoclave. 

Température 
(°C) 

Teneur en acide 
(g/100gbiomasse) 

Facteur de sévérité 
combiné 

Teneur en  
sucres totaux 

(g/L) 

Rendement 
d’extraction ( %) 

80 0 0,1 1,7 15 % 

80 1 2,7 3,3 29 % 

80 2 3,0 4,8 42 % 

80 3 3,2 6,4 56 % 

120 0 4,0 2,1 19 % 

120 1 6,6 5,4 47 % 

120 2 6,9 5,9 52 % 

120 3 7,1 6,9 61 % 

140 0 5,9 6,3 56 % 

140 1 8,5 7,1 62 % 

140 2 8,8 7,6 67 % 

140 3 10,5 7,9 69 % 

 

Les teneurs en sucres contenues dans la phase liquide s’échelonnent de 1,7 g/L à 7,9 g/L équivalent à des 

rendements d’extraction des sucres dans la phase liquide entre 15 % et 69 % par rapport à la quantité de 

sucres (11,36 g/L) contenue dans la biomasse brute sous forme de cellulose, d’hémicelluloses et d’amidon. 

Ces valeurs sont exactement dans le même ordre de grandeur que les données obtenues lors du 

prétraitement de la biomasse par explosion à la vapeur, qui présentaient des facteurs de sévérité combiné 

similaires (de 4 à 10,5).  

Le tableau 36 montre que la température et la quantité d’acide ajouté ont un effet positif sur l’extraction des 

sucres vers la phase liquide. La température augmente significativement la teneur en sucres des échantillons 

sans ajout d’acide notamment entre 120°C et 140°C avec une quantité de sucres triplée (de 2,1 à 6,3 gsucres/L). 
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L’ajout d’acide permet d’augmenter la quantité de sucres en particulier quand la température est faible. A 

140°C, la quantité de sucres augmente légèrement puis se stabilise avec l’ajout d’acide. Le rendement 

d’extraction des sucres supérieurs à 60 %, valeur correspondante à la proportion des hémicelluloses et de 

l’amidon, montrerait qu’une partie de la cellulose aurait été dégradée. Cette hypothèse pourrait être 

confirmée par des analyses de la structure du résidu.  

Une analyse statistique est conduite pour analyser le plan d’expériences factoriel des paramètres d’hydrolyse 

selon la teneur en sucres totaux dans l’hydrolysat. La figure 70 présente les courbes d’isoréponse de la teneur 

en sucres totaux dans le milieu réactionnel en fonction de la température et de la teneur en acide et en 

fonction du facteur de sévérité combiné.  

 

Figure 70 : Graphique de contour de la concentration en sucres dans le milieu réactionnel en fonction des paramètres 
d’hydrolyse, de température et d’ajout d’acide (a) et effet du facteur sévérité combiné sur la teneur en sucres totaux 
dans l’hydrolysat (b). Les essais en rouge ne sont pas pris en compte pour le calcul de la régression linéaire.  

L’analyse du plan d’expériences à deux facteurs montre que la teneur en acide ajoutée et la température 

d’hydrolyse ont un effet significatif sur la teneur en sucres à un seuil de 95 % validé par l’analyse de variance. 

D’après la valeur de T et le diagramme Pareto des effets normalisés, l’acide semble avoir un effet plus 

important que la température (les valeurs des effets normalisés étant respectivement de 5,44 et 4,87). Le 

terme d’interaction n’a pas d’effet significatif sur la réponse mais son inclusion dans l’analyse du plan permet 

d’augmenter le pourvoir prédictif du modèle. Sous cette hypothèse, le modèle linéaire résultant de l’analyse 

du plan factoriel permet d’expliquer plus de 87 % de la variance et présente un bon pouvoir prédictif (72,5 %) 

malgré l’allure des courbes d’isoréponse. Comme pour l’explosion à la vapeur, les courbes d’isoréponse 

montrent que les conditions les plus sévères permettent d’obtenir les quantités de sucres dans le milieu 

réactionnel les plus importantes.  

En effet, le facteur de sévérité combiné et la teneur en sucres totaux solubilisés dans le milieu réaction sont 

corrélés de façon linéaire (figure 70b). La droite de régression est bien ajustée (R2 = 0,92). Notons que les 

essais sans acide à 120°C et 140°C se distinguent de la droite de régression.  
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Les analyses par HPLC muni d’un détecteur à indice de réfraction ont montré la présence des molécules 

correspondantes à des inhibiteurs dans les échantillons prélevés dans les conditions les plus 

sévères (FSC = 10,5). 

Ainsi, le prétraitement de l’ensilage de maïs par autoclave est une méthode efficace pour solubiliser les 

sucres dans la phase liquide. Parmi les conditions testées, l’hydrolyse à 140°C avec ou sans acide semble 

prometteuse pour la préparation d’un substrat pour le BRM et permet d’obtenir des teneurs en sucres 

comparables aux essais d’explosion à la vapeur. 

4.3 Effet du prétraitement de la biomasse d’ensilage de maïs par autoclavage sur la 

production de H2  

Pour comparer les prétraitements d’hydrolyse par explosion à la vapeur et par autoclavage, la production 

d’H2 d’hydrolysats d’ensilage de maïs (avec et sans imprégnation à l’acide dans les mêmes conditions que 

celle de l’explosion à la vapeur) sera testé en fermentation semi-batch, selon la procédure appliquée dans la 

partie 3.2 pour les hydrolysats d’explosion à la vapeur. Notons que le même inoculum bactérien est 

additionné au milieu réactionnel en début de fermentation pour l’ensemble des tests. 

L’allure des profils de production d’H2 (non présentés ici) est très similaire à ceux qui ont été observés pour 

l’explosion à la vapeur : après un temps de latence d’environ 7 h, la production d’H2 démarre et le débit d’H2 

décrit un pic de production dont le sommet est dédoublé. Les temps de fermentation sont de 35 h, ce qui est 

similaire au temps de fermentation de l’ensilage prétraité 10 min à 190°C par explosion à la vapeur (38 h de 

fermentation). L’imprégnation à l’acide ne semble pas modifier significativement le temps de latence (en 

moyenne 7 h pour les deux tests).  

Le tableau 37 présente les paramètres de performances de production d’H2 et les paramètres de l’équation 

de Gompertz des tests de fermentation à partir d’ensilage de maïs autoclavé.  

Tableau 37 : Impact de l’hydrolyse de l’ensilage de maïs par autoclavage sur les paramètres de performance de production d’H2 et 
de l’équation de Gompertz. 

Paramètres de prétraitement  Facteur de sévérité 
combiné 

Rendement  Productivité max Rapport H2/CO2 
LH2/kgbiomasse initiale mLH2/L/h  

Référence / Neutre - 28,5 278 0,75 

Référence / Acide - 21,7 252 0,74 

140°C / 60 min / Neutre 5,9 37,5 389 0,94 

140°C / 60 min / Acide 7,8 46,0 463 0,93 

 

L'hydrolyse en autoclave à 140°C sans ajout d’acide pendant 60 minutes a amélioré avec succès la production 

de H2 par rapport aux références (37,5 L/gbiomasse soit 120 LH2 / kgMS). L’imprégnation acide associée à 

l'hydrolyse en autoclave a intensifié la production d'H2 (46,0 L/gbiomasse soit 147 LH2/kgMS). Les fermentations 

avec la biomasse autoclavée se caractérisent par une productivité maximale et un rapport molaire H2/CO2 

proche de 1, supérieurs à ceux des références (biomasse non traitée). 
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4.4 Métabolisme  

La figure 71 présente l’analyse des productions de métabolites dans le milieu réactionnel et permet d’évaluer 

l’impact des paramètres de l’hydrolyse en autoclave sur le métabolisme fermentaire.  

 

Figure 71 : Effet de l’hydrolyse par l’autoclave sur le métabolisme fermentaire de l’ensilage de maïs. 

Le métabolisme fermentaire des tests avec la biomasse hydrolysée est favorable à la production d’H2 avec la 

diminution de l’homoacétogenèse et un maintien de la voie butyrate (respectivement 37,6 et 43,2 mM) 

comme le souligne le rapport molaire B/A supérieur à 1,5. L’hydrolyse améliore donc le rendement par 

rapport à la référence. Contrairement au métabolisme des tests de référence dont la production d’acétate 

par homoacétogenèse est importante, les voies concurrentes et consommatrices d’H2 sont peu actives dans 

les tests de biomasse hydrolysée. En effet, les productions d’H2 et de métabolites sont très proches de la 

stœchiométrie théorique (rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 proche de 1). Ces indicateurs témoignent d’un 

métabolisme bien orienté vers la production d’H2 quand la biomasse est hydrolysée par autoclavage. 

Concernant la consommation du lactate, les valeurs obtenues au cours des tests avec biomasses hydrolysées 

et les biomasses de référence sont très proches, ce qui montre que la consommation de ce substrat n’est pas 

impactée par l’hydrolyse. 

4.5 Conclusion 

Les conditions de prétraitement d’hydrolyse par autoclavage testées ont permis de solubiliser une quantité 

significative de sucres dans la phase liquide par rapport à la biomasse de référence. L’ajout d’acide sulfurique 

(1 - 3 g pour 31,4 gMS) a été déterminant pour hydrolyser les sucres. 



 Chapitre 7 

218 
 

La figure 72 présente les rendements en hydrogène obtenus à l’issue de la fermentation des biomasses 

prétraitées et inoculées.  

 

Figure 72 : Effet des prétraitements d’hydrolyse sur le rendement de production d’H2 lors de la fermentation obscure 
d’ensilage de maïs. 

Les prétraitements mis en œuvre ont permis d’améliorer le rendement de production d’H2 de la biomasse. 

L’hydrolyse en autoclave et catalysée à l’acide a permis d’obtenir le meilleur rendement en H2 

(46 LH2/kgbiomasse équivalent à 147 L H2/kgMS). Avec le prétraitement d’explosion à la vapeur pendant une durée 

de 10 min, des rendements de production de H2 allant de 96 à 119 LH2/kgMS ont été obtenus à partir de la 

biomasse hydrolysée ; en comparaison, le potentiel de production de la biomasse de référence est de 

91 LH2/kgMS. L’imprégnation à l’acide a amélioré la production de H2 à partir d'hydrolysats (filtrat + résidu) 

préparés par autoclavage à 140°C (+28 %) et par explosion à la vapeur à 170°C (+24 %), alors qu'il n'a eu que 

peu d'impact à 190°C (+3 %) sur la biomasse explosée. 

Notons que des rendements similaires ont été obtenus lors des tests avec la biomasse autoclavée à 140°C, 

sans acide, pendant une heure et avec la biomasse imprégnée à l’acide et explosée à la vapeur à 170°C. Ce 

résultat ouvre une alternative pour le choix de prétraitement entre autoclavage et explosion à la vapeur pour 

la mise en œuvre à l’échelle industrielle. Enfin, rappelons les potentiels de production d’H2 de l’ensilage de 

maïs broyé obtenus au chapitre 6 par fermentation endogène : 79,8 LH2/kgMS pour la biomasse fraîche et 

104 LH2/kgMS pour la biomasse congelée et broyée, ce qui montre que les performances de productions d’H2 

de la biomasse initiale, déjà élevées, peuvent être améliorées par des procédés d’hydrolyse hydrothermique. 

Dans les conditions testées et au regard de l’état actuel de nos compétences en prétraitement, l’hydrolyse 

en autoclave semble plus appropriée que l'explosion à la vapeur pour la préparation de la biomasse 

d’ensilage de maïs. La raison principale est la limitation des pertes de matières sèches et les rendements plus 
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élevés d'H2 obtenus lors de l’hydrolyse en autoclave. Le prétraitement à l'autoclave, mis en œuvre à une 

température plus basse que l'explosion vapeur et sur une durée plus longue, semble libérer autant de 

matière fermentescible et une quantité plus réduite d'inhibiteurs.  

5 Prétraitement du seigle congelé  

Dans la perspective d’améliorer le potentiel de production d’H2 de l’ensilage de seigle (lot 1), deux 

prétraitements ont été appliqués à cette biomasse stockée à -20°C pendant une durée supérieure à 350 jours 

: une hydrolyse en autoclave (115°C, 20 min, 1-2 bar) et une hydrolyse en réacteur micro-ondes à 200°C sous 

un maximum de 20 bar de pression. La mise en œuvre pour la production d’H2 de ces deux prétraitements 

nécessite d’inoculer le bioréacteur car les bactéries ne peuvent survivre à ces conditions de température et 

de pression. Un culot bactérien issu de la fermentation de filtrat d’ensilage de seigle caractérisé dans la partie 

2.2 est utilisé comme inoculum. La biomasse de référence est non inoculée (fermentation endogène). 

A l’issue des prétraitements, une analyse de la teneur en sucres de la phase liquide du substrat a été réalisée ; 

les résultats sont présentés dans le tableau 38. 

Tableau 38 : Résultats de la fermentation de l’ensilage de seigle en fonction des différents prétraitements. 

Prétraitement 

(Fact. Sév. Comb.) 

Inoculum Teneur en sucres solubles Production Rendement  H2/CO2 

gsucres/L LH2/gbiomasse
 L H2/kgMS 

Référence Endogène 0,8 537 ± 17 28 ± 1 0,7 ± 0,1 

Autoclavage 
(1,3) 

Inoculé 1,1 560 ± 50 29 ± 3 0,9 ± 0,2 

Micro-ondes 
(7,2) 

Inoculé 2,0 916 47,5 0,7 

 

La quantité de sucres obtenue dans le filtrat, après trempage, sert de valeur de référence. Ainsi, la quantité 

de sucres solubles dans le milieu réactionnel augmente de 37 % après autoclavage et de 150 % après le 

traitement aux micro-ondes.  

Les productions d’H2 cumulées et des métabolites au cours de la fermentation des biomasses prétraitées 

sont présentées sur la figure 73. 
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Figure 73 : Production d’hydrogène cumulée et production de métabolites au cours de la fermentation obscure de 
l’ensilage de seigle prétraitée. Les barres d’erreur rendent compte de la variabilité (n = 2 pour la référence et n = 3 pour 
la biomasse prétraitée à l’autoclave). 

Le prétraitement par autoclavage montre une production similaire à la référence tandis que l’hydrolyse au 

micro-ondes permet d’obtenir la performance de production d’H2 la plus élevée. Ce résultat était attendu au 

regard de l’analyse des sucres totaux. 

Les fermentations présentent également des métabolismes relativement proches et favorables à la 

production d’H2 par la voie du butyrate avec des rapports molaires Butyrate/Acétate élevés (> 2). Les 

prétraitements améliorent le rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 qui passe de 0,47 à 0,55 entre la référence et le 

prétraitement à l’autoclave et à 0,65 avec celui aux micro-ondes. La production d’acétate par 

homoacétogenèse reste stable (3,1 – 3,8 mM) au cours des conditions testées et ne semble donc pas 

significativement impactée par le prétraitement. 

En revanche, ces prétraitements favorisent l’activité métabolique de la voie de la solvantogenèse lors de la 

fermentation. En effet, les teneurs significatives en éthanol obtenues (6,0 et 7,1 mM) pourraient être liées 

(i) à un stress consécutif à la libération de molécules inhibitrices dans la phase liquide (Anburajan et al., 2018), 

(ii) à l’augmentation de la quantité de substrat présent dans le milieu réactionnel par rapport à la référence 

(de Amorim et al., 2012) voire (iii) à un phénomène lié à l’inoculation du milieu réactionnel avec des bactéries 

prélevées en fin de fermentation et dont le métabolisme serait plus favorable à la production d’éthanol. 

Cette dernière hypothèse semble la plus plausible ; en effet, ce phénomène a été observé par Liu et al. (2019) 

lors de la fermentation par la bactérie Clostridium acetobutylicum immobilisée sur support. A l’inverse, 

Ausiello et al., (2017) considèrent les inoculations successives comme une méthode destinée à sélectionner 

un consortium efficace pour la production d’H2. Il n’y a pas de consensus sur l’effet de la réinoculation à 

propos de l’augmentation de la production d’éthanol. 
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En résumé, les productions en H2 les plus élevées sont obtenues dans l’ordre suivant : biomasse traitée par 

micro-ondes, biomasse autoclavée et biomasse non traitée. Ainsi, quel que soit le prétraitement, la 

production de H2 est maintenue ou améliorée avec un effet significatif pour le prétraitement micro-ondes 

(+70 %) qui a permis la libération d’une teneur en sucre supérieure (+150 %) à celle de l’échantillon de 

référence. 

En conclusion, dans le cas de l’ensilage de seigle, le prétraitement à l’autoclave, dans les conditions testées, 

n’a pas prouvé son efficacité pour augmenter le potentiel H2 de la biomasse malgré la libération des sucres 

mesurée (+37 %) par rapport à la référence. La température et la teneur en acides endogènes à la biomasse 

lors de l’hydrolyse en autoclave sont faibles par rapport à l’hydrolyse aux micro-ondes. Ces différences 

pourraient expliquer l’efficacité limitée du prétraitement à l’autoclave. Le prétraitement par micro-ondes 

s’effectue à une température de 200°C permettant de solubiliser les sucres contenus dans les hémicelluloses 

d’après Hendriks et Zeeman (2009). Les travaux de Sun et Cheng (2005) ont montré l’efficacité d’un 

prétraitement d’hydrolyse à chaud (121°C) de la paille de ensilage de seigle avec un acide (H2SO4) dilué. La 

mise en œuvre de ce prétraitement pourrait constituer une piste pour améliorer la libération des sucres dans 

le milieu réactionnel. Une autre option envisageable serait l’augmentation de la charge de biomasse (gMS/L) 

au moment du prétraitement pour hydrolyser la biomasse dans ses propres acides (autolyse), ce qui serait 

une alternative à l’utilisation de l’acide sulfurique dilué. 

6 Positionnement par rapport à la littérature 

Le tableau 39 présente une comparaison des performances de production d’H2 des biomasses hydrolysées 

mise en œuvre dans cette étude avec les travaux de la littérature avec une sélection des biomasses 

correspondante à des co-produits de la plante de maïs et d’autres biomasses lignocellulosiques prétraitées. 

Les rendements présentés dans le tableau 39 sont exprimés soit en molH2/molsucres dans les études qui 

fermentent exclusivement l’hydrolysat liquide et en LH2/kgMS quand l’intégralité de la biomasse est mise en 

œuvre. 
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Tableau 39 : Prétraitements d'hydrolyse pour la fermentation de biomasse lignocellulosique 

Biomasse Prétraitement de la biomasse Inoculum 

Rendement en H2 
molH2/molsucres 

Production en H2 
LH2/kgMS 

Référence 

Biomasse de maïs 

Paille de maïs  Explosion à la vapeur : 200°C, 
1 min, H2SO4 

Boues de digesteur 3,00 Datar et al. (2007) 

Paille de maïs  Explosion à la vapeur : 198°C, 
1,5 min  

Clostridium cellulolyticum  
Citrobacter amalonaticus  

1,97 
52 LH2/kgMS 

Zhang et al. (2016) 

Paille de maïs  Autoclavage : 121°C, 117 min, 
H2SO4  

T. thermosaccharolyticum 
W16 

2,24 Cao et al. (2009) 

Paille de maïs  Autoclavage : 120°C, 60 min, 
H2SO4  

Fumier composté  143 LH2/kgMS Li et al. (2014) 

Paille de maïs  Autoclavage : 121°C, 60 min, 
H2SO4  

Fumier composté 104 LH2/kgMS Guo et al. (2014) 

Paille de maïs  Microondes : 90 min Boues de digesteur 
thermophile  

1,11 Liu et Cheng (2010) 
Microondes : 45 min, H2SO4 1,53 
100°C, 90 min, H2SO4 1,17 

Paille de maïs  Ultrasons : 90 min  Boues de STEP 153 LH2/kgMS Wang et al. (2012) 
Autoclavage : 120°C, 30 min, 
H2SO4  

138 LH2/kgMS 

Rafle de maïs Autoclavage :120°C,  
20 min, H2SO4 

Clostridium 
hydrogeniproducens HR-1 

42 LH2/kgMS Tang et al. (2013) 

Ensilage de maïs  Extracteur de jus  Boue de STEP 1,74 Kyazze et al. (2008) 

Ensilage de maïs  Broyage  Endogène (congelé) 104 LH2/kgMS Cette étude  

Autoclavage : 140°C, 60 min, 
H2SO4 

Fermentât d’ensilage de maïs 147 LH2/kgMS 

 Explosion à la vapeur : 170°C, 
10 min, H2SO4 

119 LH2/kgMS (2,91)  

Autres biomasses 

Alternanthera 
philoxeroides 

Explosion à la vapeur : 135°C, 
15 min, H2SO4, + traitement 
enzymatique 

Enterobacter aerogenes ZJU1 83,9 LH2/kgMS Song et al. (2020) 

Arundo donax Explosion à la vapeur : 210°C, 
6 min +traitement 
enzymatique 

Boues de STEP enrichies sur 
hydrolysat  

2,59 Ausiello et al. 
(2017) 

Bambusa 
stenostachya 

Autoclavage : 121°C, 60 min, 
H2SO4  

Boue de décharge  1,29 Dai et al. (2021) 

Explosion à la vapeur : 230°C 
3 min H2SO4 

1,70 

Déchets de fruits 
et de légumes, 
paille de maïs 

Autoclavage : 120°C, 120 min, 
HCl  

Boues anaérobies  1,91  Rodríguez-
Valderrama et al. 
(2020) 

Ensilage de seigle 200°C (micro-ondes), 3 min Fermentât d’ensilage de 
seigle 

47,5 LH2/kgMS Cette étude 

 

Parmi les biomasses, de nombreuses d’études ont été réalisées sur la paille de maïs, qui est une ressource 

lignocellulosique très abondante notamment en Chine avec 200 millions de tonnes produites (Zhang et al., 

2011, 2015), expliquant l’intérêt des chercheurs de ce pays pour cette biomasse. La paille de maïs est 

composée de cellulose (30 - 40 %), d’hémicelluloses (30 - 40 %) et de lignine (10 - 20 %) sans fraction d’amidon 

(Guo et al., 2014 ; Li et al., 2014 ; Liu et Cheng, 2010). De nombreux prétraitements ont été appliqués à la 

paille de maïs, qui donne de faibles rendements en H2 (3,3 - 9 LH2/kgbiomasse) sans prétraitement selon Zhang 
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et al. (2007) et Yang et al. (2015). Rappelons que dans notre cas, nous obtenons pour l’ensilage de maïs 

22 - 46 LH2/kgbiomasse (grains, tiges, spathes, feuilles). Concernant les autres biomasses, nous avons choisi des 

études récentes sur des biomasses peu étudiées mais intéressantes à l’échelle locale : Alternanthera 

philoxeroides est une plante aquatique invasive, Arundo donax est une culture intermédiaire à valorisation 

énergétique alternative au maïs ; le bambou est une biomasse abondante en Asie, enfin, le mélange de 

déchets de fruits et légumes et paille de maïs utilisé par Rodríguez-Valderrama et al. (2020) est représentatif 

de biomasses disponibles dans des régions agricoles. Hormis ce mélange et les biomasses d’ensilage de maïs, 

qui contiennent une fraction d’amidon, ces biomasses ont des compositions assez similaires. 

Parmi les prétraitements hydrothermiques, les rendements obtenus par explosion à vapeur d’ensilage de 

maïs dans notre étude comptent parmi les plus élevés de la littérature et sont comparables à ceux de l’étude 

de Datar et al. (2007), qui hydrolysent la paille de maïs imprégnée à l’acide pendant 1 min à 200°C. Ces 

rendements en H2 sont proches du rendement maximum atteignable in vivo par conversion des pentoses en 

H2, soit 3,33 mol/molpentoses. Ces résultats montrent la bonne fermentescibilité de l’hydrolysat généré par 

explosion à la vapeur. Il est toutefois probable que ceux-ci soient légèrement surestimés en raison de la 

procédure de dosage des sucres à l’anthrone. En effet, cette méthode colorimétrique ne permet pas de 

discriminer les sucres en fonction de leur nombre d’atomes de carbone. La présence de pentoses d’une 

masse molaire inférieure aux hexoses pourrait impacter le calcul des rendements. 

Concernant les rendements de production d’H2 par quantité de matières sèches i.e. sur les biomasses 

entières, nos résultats (119 et 147 LH2/kgMS) sont dans l’ordre de grandeur des études présentées dans le 

tableau 39, notamment sur la paille de maïs prétraitées dont les rendements s’échelonnent de 104 à 

153 LH2/kgMS. La plupart des études mettent en œuvre un prétraitement hydrothermique en autoclave 

catalysé à l’acide sulfurique à 120°C. De telles conditions avait permis dans la partie 4.1 de ce chapitre 

d’obtenir des hydrolysats riches en sucres (> 5 g/L) avec, potentiellement, un bon rendement en H2. 

On remarque que la paille de maïs et l’ensilage de maïs présentent des rendements assez proches. A 

première vue, ce résultat semble surprenant puisque l’ensilage de maïs contient de l’amidon a priori 

facilement fermentescible. Il contient également de la rafle et de la feuille de maïs. Or, d’après la littérature, 

ces éléments sont difficilement hydrolysables. En effet, la rafle de maïs présente un rendement assez faible 

(42 LH2/kgMS) malgré une hydrolyse acide (Tang et al., 2013). Ivanova et al. (2009) montrent que le 

prétraitement à l’autoclave n’a pas d’impact significatif sur le potentiel de production H2 de la feuille de maïs, 

ce qui expliquerait la similitude entre les rendements en H2 de l’ensilage et de la paille de maïs. Notons qu’il 

existe une variabilité importante entre les études utilisant la paille de maïs. 

Le prétraitement thermochimique peut également être couplé à une hydrolyse enzymatique. A titre 

d’exemple, Ausiello et al. (2017) et Song et al. (2020) mettent en œuvre une explosion à la vapeur à 

respectivement à 210°C et 135°C, couplée à une hydrolyse enzymatique du résidu. Pour Ausiello et al. (2017), 
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ce prétraitement est nécessaire puisqu’une étude précédente avait montré que la fermentation de Arundo 

donax explosée et sans hydrolyse enzymatique ne permettait pas de produire de l’H2 à partir de leur inoculum 

(boues de STEP) à cause de la présence de bactéries lactiques (Toscano et al., 2014). Ce couplage pourrait 

être intéressant à tester sur nos biomasses et notamment pour valoriser la fraction solide et augmenter le 

rendement en H2 par gramme de matières sèches. Les rendements en H2 obtenus par couplage de l’explosion 

vapeur et de l’hydrolyse enzymatique sur Alternanthera philoxeroides et Arundo donax sont légèrement 

inférieurs aux performances de l’ensilage de maïs prétraité par explosion à la vapeur. 

Notons que l’explosion à la vapeur permet d’obtenir un meilleur rendement avec de l’ensilage de maïs 

qu’avec un extracteur de jus (Kyazze et al., 2008) dont le rendement est lui-même supérieur à celui des 

hydrolysats obtenus par prétraitement aux microondes (Liu and Cheng, 2010b). Ces résultats montrent le 

potentiel du prétraitement par l’extracteur à jus par rapport à certains prétraitements hydrothermiques pour 

obtenir une biomasse liquide pour la fermentation en procédé continu. 

7 Conclusion 

Cette étude a démontré avec succès la possibilité de produire de l’hydrogène à partir de biomasses ensilées 

et hydrolysées par des prétraitements hydrothermiques (explosion à la vapeur, autoclavage et micro-ondes) 

avec un inoculum issu d’une fermentation endogène des biomasses d’ensilage, s’apparentant à un 

réensemencement. Ces prétraitements ont permis de solubiliser les sucres de la biomasse dans la phase 

liquide de manière significative par rapport à la biomasse non traitée. Dans les conditions testées, la durée 

et la température sont respectivement les paramètres clés de l’hydrolyse par explosion à la vapeur et par 

autoclavage. L’utilisation d’acide s’avère nécessaire pour intensifier le prétraitement. Il se traduit par 

l’augmentation de la concentration en monosaccharides dans le milieu réactionnel. Les expériences de 

prétraitement avec l’explosion à la vapeur montrent que les quantités de sucres et d’inhibiteurs sont 

étroitement liées au facteur de sévérité combiné du prétraitement. Ainsi, les conditions les plus favorables à 

l’hydrolyse ne sont pas les mêmes que celles qui maximisent la production d’H2. Ce résultat souligne la 

nécessité du travail d’optimisation des paramètres du prétraitement. Les conditions de prétraitement, qui 

ont abouti aux rendements en H2 les plus élevés, sont listées dans le tableau 40.  

Tableau 40 : Conditions de prétraitement et meilleurs rendements en H2 par rapport à la biomasse de référence (en %) 

Biomasse Prétraitement de la biomasse Inoculum Rendement en H2 
LH2/kgMS 

Ensilage de maïs  
140°C (autoclave), 60 min, H2SO4  Fermentât d’ensilage de maïs 

 

Fermentât d’ensilage de maïs 

147,0 (+61 %) 

170°C (expl. vapeur), 10 min, H2SO4 119,1 (+31 %) 

Ensilage de seigle 200°C (micro-ondes), 3 min Fermentât d’ensilage de seigle 47,5 (+70 %) 

 

L’augmentation de la production d’H2 consécutive au prétraitement est associée à des métabolismes plus 

efficaces dans lesquels la production d’H2 par la voie du butyrate joue un rôle prépondérant. La présence 
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d’inhibiteurs liées à la déshydratation des sucres ou à la dégradation de la lignine pendant le prétraitement 

favoriserait la production d’acétate par la voie de l’homoacétogenèse, une voie consommatrice d’H2.  

Lors de la fermentation d’ensilage de seigle prétraitée par autoclavage, nous avons observé des productions 

d’éthanol supérieures aux expériences de références, ce qui montrerait que l’hydrolyse de cette biomasse 

stimule la solvantogenèse. 

Le prétraitement de l’explosion à la vapeur de l’ensilage de maïs a favorisé l’abondance des bactéries 

Clostridium butyricum dans le milieu réactionnel passant de 45 % dans la référence à plus de 65 % lors de 

fermentation de biomasse hydrolysée. A une température d’hydrolyse de 170°C, l’impact de la sévérité du 

prétraitement s’est illustré sur les bactéries minoritaires avec l’émergence de bactéries lactiques 

productrices d’H2 appartenant au genre Enterococcus au détriment des bactéries de la famille des 

Enterobacteriaceae qui étaient présentes dans la référence et dans l’essai d’hydrolyse à faible sévérité.  

Le prétraitement par explosion à la vapeur pour fractionner la biomasse s’est imposée lors des essais de 

fermentation de l’hydrolysat liquide seul (filtrat). Il a permis d’obtenir des performances de production en H2 

proches de celles de la biomasse totale. Ces hydrolysats liquides ont été fermentés avec des rendements 

élevés (> 2,5 molH2/molsucres), supérieurs à ceux obtenus avec une solution modèle de glucose 

(1,33 molH2/molsucres). Ces faits expérimentaux soulignent la bonne adéquation entre l’inoculum et le substrat. 

Pour alimenter le BRM, le prétraitement sélectionné sera l’hydrolyse par autoclave (140 °C, 60 min sans 

imprégnation à l’acide).  
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Chapitre VIII : Optimisation de la production d’H2 en bioréacteur 

membranaire (BRM) à partir de l’ensilage de maïs 

 

1. Introduction  

La mise en œuvre de procédés continus pour la bioproduction d’H2 permettrait de réaliser des gains de 

productivité à plus grande échelle par rapport aux procédés discontinus ou semi-continus (Clion, 2016 ; 

van Groenestijn, 2002 ; Ramírez-Morales et al., 2015). Tout d'abord, les procédés continus permettent une 

production d’hydrogène stable, ce qui est essentiel pour les applications commerciales (Hawkes et al., 2007). 

Le fonctionnement en continu permet aussi de supprimer le temps de latence des microorganismes et les 

temps de vidange, de nettoyage et de remplissage des réacteurs, temps spécifiques aux procédés discontinus 

(Crespo et al., 2012). De plus, les procédés continus sont justifiés dans un contexte industriel pour des raisons 

pratiques de gestion des intrants (Trably et al., 2018).  

Technologiquement, la conception des bioréacteurs joue un rôle prépondérant pour une production efficace 

d’hydrogène en mode continu. Deux paramètres majeurs pour le fonctionnement des bioréacteurs continus 

ont été identifiés dans la littérature : le maintien d’une faible pression partielle en hydrogène dans le milieu 

réactionnel (Bastidas-Oyanedel et al., 2012) et la stabilisation d’un consortium bactérien robuste et riche en 

bactéries productrices d’hydrogène dans le bioréacteur (Ramírez-Morales et al., 2015). La configuration en 

mode continu des bioréacteurs peut être adaptée à l’extraction en continu de l’hydrogène pour éviter son 

accumulation dans le milieu réactionnel ou en tête de réacteur. De plus, une concentration de biomasse 

bactérienne plus élevée peut être maintenue sous forme de biofilms, d’agrégats ou de granules bactériennes 

par rapport à des systèmes de fermentation discontinue, ceci permettant d'obtenir des productivités et des 

rendements plus élevés en hydrogène (Carolin Christopher et al., 2020) et d’augmenter la résistance des 

populations bactériennes aux changements de conditions dans le milieu réactionnel et aux inhibiteurs 

(Brethauer et Wyman, 2010). Le design du bioréacteur membranaire (BRM) développé au laboratoire (Ernst 

et al., 2016; Renaudie et al., 2021a, 2021b) intègre ces deux paramètres et permet une production 

d'hydrogène à partir d’une solution de substrat modèle dans des conditions optimisées (Chapitre V).  

Le principal défi est la mise œuvre de réacteurs en fonctionnement continu avec des biomasses complexes 

comme l'ensilage de maïs. Cieciura-Włoch et Borowski (2019) ont rapporté que cette biomasse colmate très 

facilement les circulations de liquide, raison pour laquelle la majorité des dispositifs de production biologique 

d’H2 utilisant cette biomasse, effectuent une fermentation à l’état solide en mode continu pour la production 

d’H2 couplée à une digestion anaérobie pour la production de méthane (Benito Martin et al., 2017 ; Nkemka 

et al., 2015 ; Sträuber et al., 2016). Les productions de gaz obtenues par ces études sont présentées dans le 

tableau 41.  
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Tableau 41 : Production d’H2 et de CH4 en mode continu par la fermentation en deux étapes d'ensilage de maïs . 

Production d’H2 

LH2/kgMS 
Production de CH4 

LCH4/kgMS 
Rapport H2/CH4 Référence 

56 309 0,18 Nkemka et al. (2015) 

12 112 0,11 Sträuber et al. (2016) 

33 ± 16,5 128 0,26 Benito Martin et al. (2017) 

 

L’étude de Nkemka et al., 2015 présente les meilleurs rendements de production de gaz avec une production 

d’H2 de 56 LH2/kgMS comparable au rendement de production obtenue dans notre étude sur le lot 2 d’ensilage 

de maïs à la sortie du silo en mode discontinu (46 L H2/kgMS).  

Les performances de production de gaz de Benito Martin et al. (2017) et Sträuber et al. (2016) sont assez 

proches en raison de paramètres d’alimentation en charge organique similaires respectivement 5,6 et 

5,8 gMV/L/j. Dans ces études, les temps de séjour en fermentation solide sont longs (de 1,7 à 16,3 jours) en 

comparaison de ceux mis en œuvre dans le cas du BRM (2 - 10 h). La récalcitrance de la biomasse impose des 

débits de charge organique faibles, ce qui pourrait expliquer les faibles productivités en H2 (0,178 LH2/L/j, 

Benito Martin et al., 2017). De plus, Nkemka et al. (2015) analysent une production de CH4 provenant du 

fermentât du réacteur de fermentation obscure et Sträuber et al. (2016) observent, au niveau du réacteur 

de fermentation obscure, une alternance entre des phases de production d’H2 et des phases de production 

de lactate, qui sont associées à des changements d’abondance des espèces bactériennes identifiées dans le 

percolât : bactéries lactiques et bactéries productrices d’H2. Ces faits expérimentaux soulignent la difficulté 

d’obtenir une production stable d’H2 en fermentation à l’état solide avec des réacteurs à percolation. Une 

façon de limiter ces contraintes est d’utiliser une solution d’alimentation liquide extraite de la biomasse 

d’ensilage pour une mise en œuvre en continu ; celle-ci étant tout à fait adaptée au fonctionnement du 

bioréacteur membranaire. 

Pris ensemble, ces éléments (récalcitrance de la biomasse, difficulté de stabiliser la production d’H2 et 

nécessité d’utiliser un substrat liquide) justifient donc l’utilisation d’un prétraitement d’hydrolyse de la 

biomasse. Les méthodes d’hydrolyse de la biomasse par autoclavage décrites dans le chapitre 7 confortent 

ce choix. En effet, ces prétraitements (hydrolyse par explosion vapeur et autoclavage) ont permis d’obtenir 

des substrats riches en sucres et présentant de bonnes performances de production d’H2. 

Ainsi, dans cette étude, le prétraitement d’hydrolyse en autoclave est utilisé pour hydrolyser l’ensilage de 

maïs en vue d’une fermentation en BRM en mode continu. Ce chapitre est dédié à l’optimisation du 

fonctionnement du BRM alimenté avec ce substrat. Le temps de séjour hydraulique (TSH) dans le bioréacteur 

et la concentration de la solution d’hydrolysat d’ensilage de maïs ont été définis en tant que paramètres clés 

pour la production continue d'H2. Notre objectif est donc de déterminer les conditions optimales de 
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fonctionnement du BRM par la mise en place d’un plan d’expériences factoriel pour répondre aux questions 

suivantes : 

 quel est l’effet du TSH (2 - 6 h) sur les performances de production d’H2 dans le BRM ?  

 quel est l’effet de la concentration en biomasse (100 - 300 g/L) sur les performances de production 

d’H2 ?  

Les conditions testées permettront de faire fonctionner le BRM avec une large gamme de DAS 

(1 - 7 gsucres/L/h). Les 3 essais effectués au même DAS, (3,5 gsucres/L/h correspondant à un apport de 

50 gbiomasse/L/h), permettront de répondre à la question suivante :  

 quelle est la meilleure combinaison de TSH et de concentration de la solution d’hydrolysat de la 

biomasse dans la solution d’alimentation pour maximiser la production d’H2 à DAS fixé ?  

Pour répondre à ces trois questions, nous caractériserons, dans une première partie, les trois substrats 

d’alimentation en production semi-batch. La deuxième partie de ce chapitre sera consacrée à la stratégie 

expérimentale et aux essais à réaliser. Les deux parties suivantes seront dédiées aux trois problématiques 

pour lesquelles, le suivi des productions de gaz et de métabolites permettra d’apporter des éléments de 

réponses. L’analyse de la composition des communautés bactériennes en suspension dans la phase liquide 

fera l’objet d’une partie à part entière et permettra de comparer les populations bactériennes du BRM en 

fonction des paramètres d’alimentation et des substrats d’alimentation testés. Les données des parties 

précédentes seront traitées par analyse statistique pour identifier les corrélations entre les différentes 

variables du système. Enfin, nous discuterons des différentes voies de valorisation énergétique de l’ensilage 

de maïs.  

La figure 74 récapitule l’enchaînement des opérations pour l’optimisation de la fermentation d’hydrolysat 

d’ensilage de maïs en BRM. 

 

Figure 74 : Procédé de préparation de la solution d’alimentation à partir de la biomasse d’ensilage de maïs et paramètres 
d’alimentation pour la fermentation obscure en BRM.  
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A partir de l’ensilage de maïs (lot 2) hydrolysé en autoclave et dilué dans l’eau au cours d’un trempage bref 

(mise en solution, 1 h), nous obtenons une solution caractérisée par sa concentration initiale en biomasse 

(100 - 300 g/L). Celle-ci est filtrée à 5 µm. Le filtrat de l’hydrolysat servira de solution d’alimentation pour le 

BRM qui sera opéré à différents TSH (de 2 à 6 h). Le potentiel de production d’H2 des fractions hydrolysées 

(résidus et filtrats) sera aussi testé individuellement en réacteur semi-batch.  

2. Opérations préalables  

Avant de présenter le plan d’optimisation de la production d’hydrogène en BRM, une série d’expériences est 

réalisée pour caractériser les solutions d’alimentation (filtrats de l’hydrolysat d’ensilage de maïs) utilisées 

dans cette étude.  

2.1. Caractérisation des solutions d’alimentation 

Les principaux constituants des solutions d’alimentation (filtrats d’hydrolysat) utilisées dans cette étude sont 

présentés dans le tableau 42.  

Tableau 42 : Composition des solutions d'alimentation du BRM préparées à partir d'hydrolysats d'ensilage de maïs. Les 
mesures sont réalisées en duplicat (n = 2).  

Composition (gbiomasse/L) 100 ± 5 200 ± 5 300 ± 5 

Sucres 6,6 ± 0,5 16,5 ± 2,2 27,9 ± 0,1 

Lactate 1,9 ± 0,1 4,1 ± 0,4 5,3 ± 0,5 

Autres acides organiques 2,9 ± 0,3 5,6 ± 1,1 7,7 ± 1,5 

DCO 17,1 ± 0,7 23,9 ± 0,8 41,7 ± 9,1 

 

La composition des solutions de filtrat d’hydrolysat est relativement proportionnelle à la quantité d’ensilage 

utilisée pour la préparation. L’augmentation de la concentration initiale en biomasse de 200 à 300 g/L dans 

la solution d’alimentation semble améliorer le rendement d’extraction des sucres dans la phase liquide par 

rapport à la solution à 100 g/L. Ce phénomène aura un impact sur les DAS des tests de fermentation à venir. 

Notons que les solutions d’alimentation ne sont pas exclusivement composées de sucres, elles contiennent 

du lactate ainsi que d’autres acides organiques tels que l’acétate, le succinate et le formiate qui pourraient 

avoir également un impact sur le métabolisme fermentaire. 

2.2. Production d’hydrogène en réacteur semi batch à partir des solutions 

d’alimentation (filtrat d’hydrolysat) du BRM 

Le potentiel de production des solutions d’alimentation (filtrats) préparées à partir d’hydrolysat contenant 

100 et 200 g/L d’ensilage de maïs est testé en réacteur semi-batch. Les tests de fermentation sont inoculés 

avec l’inoculum bactérien présenté au chapitre 7. La figure 75 présente le comparatif des productions 

cumulées d’H2 et des métabolites produits en réacteur semi batch à partir de deux solutions d’alimentation 

pour le BRM (100 et 200 g/L). Les paramètres de performance de production et les paramètres de l’équation 

de Gompertz sont regroupés dans le tableau 43. 
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Figure 75 : Production cumulée d’H2 (a) et de métabolites (b) lors de la fermentation des solutions d’alimentation 
préparées par filtration de l’hydrolysat d’ensilage de maïs en réacteur en mode semi-batch.  

Tableau 43 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation 
obscure des solutions d’alimentation du BRM en réacteur semi-batch (100 et 200 g/L). 

Biomasse Sucres Production Rendement Productivité max Rapport 
H2/CO2 

(gbiomasse/L) (gsucres/L) (mLH2/Lbioréacteur) (molH2/molsucres) (mLH2/L/h) 

100 6,6 1450 1,64 319,9 0,89 

200 16,6 5177 2,35 1011,6 1,01 

 

Des productions importantes d’H2 sont obtenues à partir des solutions d’alimentation. De manière 

remarquable, la solution d’alimentation correspondant à 200 gbiomasse/L présente des performances de 

production d’H2 (volume cumulé et productivité) très élevées associées à un rendement de conversion des 

sucres en H2 et à un rapport H2/CO2 supérieurs à ceux obtenus pour la solution à 100 g/L (Tableau 43). Notons 

que la fermentation de la solution d’alimentation à 200 g/L atteint une productivité maximale supérieure à 

1 LH2/L/h. Les rendements en H2 (1,6 - 2,3 molH2/molsucres) témoignent d’un métabolisme orienté vers la 

production d’H2. Ces données sont confirmées par l’analyse des productions de métabolites dans le milieu 

réactionnel présentée sur la figure 75b. En effet, le butyrate est le métabolite majoritaire dans le milieu 

réactionnel et la production d’acétate semble intégralement associée à la production d’hydrogène (rapports 

molaires 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 proche de 1). Les productions de métabolites issus de voies métaboliques concurrentes à la 

production d’H2 sont faibles (respectivement 2 et 14 mmol/L pour les filtrats à 100 et 200 g/L).  

A titre de comparaison avec les fractions liquides obtenues au chapitre VI (71,6 gbiomasse/L), les solutions 

d’alimentation destinées au BRM présentent des rendements en hydrogène par mole de sucres supérieurs 

(1,6-2,3 molH2/molsucres contre 1,1 molH2/molsucres) avec des teneurs en sucres similaires ou supérieures 

(7,1 gsucres/L pour les fractions liquides). Ainsi, les substrats obtenus présentent d’excellentes performances 
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de production d’H2 par rapport à ceux du chapitre VI et semblent tout à fait appropriés pour la production 

d’H2 en réacteur continu. Par rapport aux résultats du chapitre VII, les rendements en H2 du filtrat obtenu 

(14,5 et 25,9 L H2/kgbiomasse respectivement à 100 et 200 g/L) à partir de la biomasse autoclavée sont inférieurs 

aux hydrolysats filtrés obtenus par explosion à la vapeur de la biomasse imprégnée à l’acide (37,4 LH2/kgbiomasse 

à 170°C et 33,4 LH2/kgbiomasse à 190°C). Le prétraitement par autoclave permettrait donc d’obtenir un filtrat 

moins digestible que par le prétraitement à l’explosion à la vapeur. 

2.3. Plan expérimental  

La production d'H2 est réalisée en utilisant la microflore mixte anaérobie stabilisée dans le BRM (Chapitre 5) 

dans des conditions mésophiles (37°C) et avec recirculation de la phase liquide. 

Le tableau 44 présente les paramètres expérimentaux des tests de fermentation effectués pour optimiser la 

production d’H2 en BRM alimenté avec du filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs. Notons qu’un essai 

correspond à un test de fermentation comprenant la montée en charge du bioréacteur par palier de TSH 

(sans inoculation préalable), la stabilisation de la productivité en H2 correspondant à un régime pseudo-stable 

sur une durée de plusieurs TSH et l’arrêt de la fermentation, ainsi que le démontage du BRM. 

Tableau 44 : Plan d’expériences des tests de fermentation selon le TSH et les paramètres d'alimentation (concentration 
en biomasse et DAS) pour l’optimisation de la production d'H2 du BRM 

Essai 
TSH 
(h) 

Concentration en biomasse 
(g/L) 

DAS  
(gsucres/L/h) 

1 6 100 1,1 

2 6 200 2,8 

3 4 100 1,7 

4 4 200 4,1 

5 3 100 2,2 

6 3 200 5,5 

7 2 100 3,3 

8 2 200 8,3 

9 6 300 4,7 

10 4 300 7,0 

 

Une première série de 8 tests (essais de 1 à 8) est effectuée pour déterminer l’impact de quatre TSH allant 

de 2 h à 6 h sur les performances fermentaires du BRM alimenté avec deux solutions d’alimentation 

préparées avec 100 et 200 g/L d’hydrolysat d’ensilage de maïs. Les TSH sont choisis entre 2 h et 6 h pour 

avoir une bonne vision du fonctionnement du BRM sur le plan expérimental. Les DAS associés s’échelonnent 

ainsi entre 1,1 et 8,3 gsucres /L/h équivalent à 2,9 et 12 gDCO/L/h.  

Pour les tests 9 et 10, le BRM est alimenté avec une solution à 300 g/L. Ces essais permettront d’approfondir 

l’effet d’une forte concentration en biomasse dans la solution sur la productivité en H2 du BRM. En raison 

d’une quantité de biomasse limitée, les essais à TSH inférieurs n’ont pas été réalisés avec la solution à 

300 g/L/h. 
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3. Effet du TSH sur la production en hydrogène en BRM à partir des filtrats 

d’hydrolysat de la biomasse d’ensilage de maïs 

Dans la littérature, l’effet du TSH sur la productivité en H2 a été étudié sur les systèmes fermentaires 

alimentés en biomasses réelles (vinasses de canne à sucre, Bernal et al., 2021 ; sirop de canne à sucre, Nualsri 

et al., 2016 ; déchets organiques, Salem et al., 2018). De façon générale, le TSH est un facteur qui affecte les 

performances de production à plusieurs niveaux : d’une part, le TSH régit le temps de contact entre les 

bactéries et le substrat, ce qui affecte le taux de consommation du substrat et d’autre part, pour une même 

concentration d’alimentation en substrat, la réduction du TSH est associée à une augmentation du DAS, ce 

qui a un impact sur les populations microbiennes et sur les voies métaboliques empruntées (García-Depraect 

et al., 2020; Santiago et al., 2019). D’un point de vue technologique, le TSH est directement lié aux coûts 

d'investissement, car des TSH courts permettent de réduire la dimension des réacteurs et de fonctionner 

avec des taux de charges élevés (Schmidt et al., 2014). 

3.1. Effet du TSH sur la production de gaz et la conversion du substrat 

en BRM 

La figure 76 présente l’effet du TSH compris entre 2 h et 6 h sur la production d’H2 pour des filtrats 

d’hydrolysat de biomasses concentrées à 100 et 200 g/L.  

 

Figure 76 : Effet du TSH sur les profils de débit de production d’H2 par litre de réacteur à deux concentrations en 
biomasse dans la solution d’alimentation. N.B. : les profils de fermentation ont été superposés (normalisation du temps 
de latence par rapport au test à TSH = 2 h pour 100 g/L et à 6 h pour 200 g/L) 
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Les paramètres de performance de production d’H2 sont regroupés dans le tableau 45 pour des TSH de 2 à 

6 h pour deux concentrations de la solution d’alimentation en biomasse (100 et 200 g/L). Ces paramètres 

sont calculés sur la base d’une quarantaine d’heures correspondant à un renouvellement du milieu de 6,7, 

10, 13,3 et 20 fois pour des temps de séjours respectifs de 6, 4, 3 et 2 h. 

Tableau 45 : Effet du TSH sur les paramètres de production de gaz et de conversion du substrat pour le filtrat 

d’hydrolysat d’ensilage de maïs. 

 TSH DAS Productivité 
H2/CO2 

Rendement Consommation des sucres 
 (h) (gsucres/L/h) (mLH2/L/h) (molH2/molsucres) ( %mol sucres) 

100 g/L 

6 1,1 182 0,92 1,33 65 % 

4 1,7 204 0,99 0,98 67 % 

3 2,2 226 1,02 0,81 50 % 

2 3,3 144 1,03 0,34 57 % 

200 g/L 

6 2,8 204 0,88 0,58 85 % 

4 4,1 314 0,82 0,67 82 % 

3 5,5 326 1,05 0,43 73 % 

2 8,3 144 0,70 0,12 64 % 

 

D’après le tableau 45, la réduction du temps de séjour jusqu’à 3 h a un effet positif sur la productivité en H2. 

En effet, les productivités optimales sont atteintes à un TSH de 3 h, quelle que soit la concentration en 

biomasse dans la solution d’alimentation. L’augmentation de la productivité en H2 (hormis à TSH = 6 h pour 

200 gbiomasse/L) est associée à une augmentation du rapport molaire H2/CO2 et à une diminution du rendement 

en H2 et de la consommation des sucres présents dans le filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs. Cette 

diminution est liée au fait que les gains de productivité en H2 sont plus faibles proportionnellement à la 

quantité de substrat ajoutée par la réduction du temps de séjour. La faible consommation des sucres (50 % 

au minimum et 85 % au maximum) comparée au test avec un substrat modèle (glucose) dans les mêmes 

conditions (92 %) suggère que la consommation bactérienne du substrat est limitée (faible fermentescibilité) 

et ce, malgré le prétraitement d’hydrolyse de la biomasse en autoclave. Rappelons aussi que la teneur en 

sucres totaux établie expérimentalement par analyse colorimétrique (méthode à l’anthrone) comprend les 

sucres non fermentescibles par les bactéries, qui sont libérés lors de l’hydrolyse acide pour la réaction du 

dosage.  

La figure 77 représente les principales corrélations entre les paramètres d’alimentation et de performance 

du BRM. 
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Figure 77 : Effet du TSH sur la productivité en H2 (a) et effet des paramètres d’alimentation du BRM (DAS) sur le taux de consommation 
des sucres (b) et sur le rendement de production en H2 (c). 

La figure 77a illustre bien les optima de TSH sur la productivité en H2 qui semblent être compris entre 3 et 

4 h. L’augmentation de la concentration en biomasse de la solution permet également d’augmenter la 

productivité en H2 (hormis à TSH = 2 h). Le taux de consommation des sucres diminue de manière linéaire 

(spécifiquement pour 200 gbiomasse/L) avec le DAS (figure 77b) pour les tests à concentration en biomasse fixée 

dans l’alimentation. Paradoxalement, à DAS équivalent, les tests de fermentation avec la solution 

d’alimentation à 200 g/L présentent des taux de consommation de sucres plus élevés que les tests avec la 

solution d’alimentation à 100 g/L. D’après la figure 77c, le rendement de conversion des sucres en H2 est 

globalement corrélé négativement au DAS. Avec la solution d’alimentation à 100 g/L, la relation est 

parfaitement linéaire, ce qui suggère qu’une diminution du DAS permettrait d’améliorer le rendement en H2 

en molH2/molsucres et d’atteindre l’optimum à un DAS inférieur à 1 g/L/h.  

L'augmentation de la concentration en biomasse dans la solution d'alimentation de 100 à 200 g/L augmente 

la productivité en hydrogène (Figure 76) et réduit le rendement de façon significative. Un maximum de 

productivité en H2 de 7,8 LH2/L/j est obtenu à un TSH de 3 h et à une concentration de 200 g/L. De plus, à 

cette même concentration, le TSH semble avoir un impact plus important sur la productivité qu’avec la 

solution d’alimentation à 100 g/L. La réduction du TSH à 2 h ne permet pas d’améliorer la productivité en H2. 

Etonnamment, des productivités similaires en H2 de 3,5 LH2/L/h sont obtenues à 100 gbiomasse/L et 

200 gbiomasse/L. 

Dans la littérature, plusieurs études ont mis en évidence des effets du TSH sur les performances de 

production d’H2 comparables à nos observations. Chang et al. (2008) obtiennent une augmentation de la 

productivité en H2 avec la diminution du TSH associée à une diminution du rendement de conversion des 

sucres en H2 lors de la fermentation en CSTR de composés solubles de mélasses riches en glutamate. De 

même, Arooj et al. (2008) trouvent pour la fermentation de l’amidon en CSTR un optimum de productivité 

en H2 (5,6 L/L/j à TSH = 6 h) dissocié du rendement maximal de conversion des sucres en H2 

(0,92 molH2/molglucose à TSH = 12 h). En réacteur à lit fixe et à flux ascendant et pour une biomasse 

d’hydrolysat de farine de blé proche de la nôtre, Karaosmanoglu Gorgeç et Karapinar (2019) observent une 
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variation du rapport H2/CO2 en fonction du TSH avec un optimum à TSH = 6 h (H2/CO2 = 1,36). La productivité 

atteint un optimum à TSH = 3 h, ce qui est en accord avec notre étude. Ils supposent également qu’à 

TSH < 3 h, la productivité du système est limitée par un lessivage des bactéries. Notons que par rapport à 

Karaosmanoglu Gorgeç et Karapinar (2019), qui utilisent un réacteur à lit fixe et à flux ascendant, l’extraction 

des gaz in situ par les membranes du BRM permet une augmentation substantielle de la productivité en H2 

du procédé : 7,8 (pour notre étude) contre 2,5 LH2/L/j, à DAS et teneur en sucres similaires. 

Lors de la fermentation de biomasses réelles et de manière cohérente avec ce qui avait été observé pour les 

substrats modèles dans la littérature, les CSTR sont opérés sur des temps de séjour plus longs (6 - 12 h) et à 

des DAS plus faibles que les réacteurs à rétention de bactéries. A TSH compris entre 7,2 h et 24 h, Mariakakis 

et al. (2012) obtiennent un très bon rendement de production d’H2 par sucres consommés 

(1,72 molH2/molsucres consommés ; 2,05 molH2/molsucres consommés dans notre cas) à un DAS relativement similaire à 

notre DAS le plus faible (0,83 gsucres/L/h contre 1,1 gsucres/L/h dans notre étude) lors de la fermentation de 

mélasse de betterave sucrière, riche en sucres facilement métabolisables. Salem et al. (2018) montrent que 

la réduction du TSH de 24 à 12 h d’une solution de pommes de terre broyées permet d’améliorer la 

productivité en H2 de 0,92 LH2/L/h à 2,5 LH2/L/h en réacteur CSTR alors que dans le même temps, les auteurs 

n’observent pas de variation significative du rapport molaire H2/CO2 (entre 0,85 et 0,92) avec la réduction du 

TSH. Kim et al. (2011) montrent que l’utilisation d’un module membranaire de séparation solide/liquide 

couplé à un CSTR permet d’augmenter la charge en substrat par réduction du TSH et d’améliorer la 

productivité en H2 par rapport à un simple CSTR. Les auteurs montrent ainsi le bénéfice de la rétention des 

consortia bactériens, établie par quantification de l’ARN dans le milieu réactionnel. Toutefois, à TSH = 2 h, la 

productivité en H2 diminue à cause d’un taux de dilution trop important donnant lieu à une inhibition de la 

fermentation par le substrat. 

En ce qui concerne, le taux de consommation des sucres lors de la fermentation de biomasses réelles à TSH 

courts, Rego et al. (2020) observent pour un réacteur à lit fluidisé une diminution de la consommation des 

sucres avec un effluent de vinasses (3,9 gsucres/L) sous l’effet de la réduction du TSH de 2 h à 1 h. Ce 

phénomène pourrait être lié au lessivage des consortia bactériens. En effet, Davila-Vazquez et al. (2009) et 

Zhu et al. (2008) notent également une diminution de la consommation des sucres et à un lessivage des 

consortia bactériens à des TSH inférieurs à 6 h lors de la fermentation de poudre de lactosérum (lactose) et 

de déchets de pomme de terre en réacteur CSTR.  

Par ailleurs, nos valeurs sont dans l’ordre de grandeur des taux de consommation de sucres observés par 

Bernal et al. (2021) (entre 60 % à 80 %) lors de la fermentation de vinasses de canne à sucres en réacteur à 

boues expansées (charge organique maximale de 30 gDCO/L/h, 12 gDCO/L/h dans notre étude). De manière 

surprenante, les auteurs de l’étude n’observent pas de variation significative de la consommation des sucres 

en fonction de la concentration en substrat ou du TSH, contrairement à nos résultats. Les taux de 
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consommation des sucres observés dans notre étude sont du même ordre de grandeur que ceux des 

réacteurs à boues expansées opérés en conditions thermophiles, ce qui met en évidence que le BRM est 

capable de fonctionner à des DAS élevés au regard de la littérature et avec des taux de conversion de sucres 

intéressants pour une biomasse lignocellulosique complexe. 

3.2. Effet du TSH sur la production de métabolites en BRM 

La figure 78 présente les débits de production de métabolites et de l’H2 ainsi que la consommation des 

molécules solubles en fonction des variations du TSH dans la calandre du BRM pour les deux concentrations 

de solution d’alimentation (100 et 200 gbiomasse/L). Le Tableau 46 expose la concentration en sucres solubles, 

la concentration en métabolites dans le milieu réactionnel en sortie du bioréacteur (acides organiques et 

alcools) et les indicateurs de performances du métabolisme en fonction du TSH et de la concentration de la 

solution d’alimentation. Dans le tableau 46, le calcul de l’homoacétogenèse ne tient pas compte du 

métabolisme lié à la consommation du lactate. 

 
Figure 78 : Effet du TSH sur les productions de gaz et de métabolites et sur la consommation des molécules présentes 
dans le milieu réactionnel. Les barres d’erreur représentent la variabilité des productions des métabolites sur plusieurs 
prélèvements pendant la période au cours de laquelle les productions de gaz sont stables. 

Tableau 46 : Effet du TSH sur la concentration en métabolites produits et en sucres non consommés dans le fermentât 
et sur les indicateurs d’efficacité du métabolisme. 

TSH / Conc. 

Concentration en 
métabolites produits 

Sucres non 
consommés B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse 

(g/L) (g/L) (mmolacétate/L/h) 

6h / 100 g/L 4,9 2,2 2,7 0,65 0,6 

4h / 100 g/L 5,2 1,8 1,5 0,43 1,8 

3h / 100 g/L 4,9 3,2 2,1 0,43 1,9 

2h / 100 g/L 3,5 3,0 1,3 0,35 1,7 

6h/ 200 g/L 13,5 2,6 1,5 0,29 2,7 

4h/ 200 g/L 7,0 2,4 1,8 0,55 1,5 

3h/ 200 g/L 9,1 4,6 1,4 0,43 1,8 

2h/ 200 g/L 6,6 7,7 2,0 0,17 3,8 
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L'acétate et le butyrate sont les principaux métabolites produits, indiquant l’orientation du métabolisme vers 

la production d’hydrogène (figure 78).  

Le TSH a un effet global sur la consommation de glucose et de lactate. En effet, la consommation de ces 

molécules augmente avec la réduction du TSH associée à un débit de solution entrante plus important. Ces 

substrats ne sont pas convertis intégralement en H2 puisque le rendement en H2 (molH2/molsucres) diminue 

avec le TSH. 

Une consommation significative du lactate initialement présent dans le filtrat d'hydrolysat a été observée. 

En effet, l'élimination du lactate atteint 70 % à un TSH de 6 h et 50 % à un TSH de 2 h. En lien en partie avec 

la consommation de lactate, les rapports molaires B/A sont supérieurs à 1, ce qui signifie que le butyrate est 

le métabolite clé pour la production d’H2. En effet, la conversion du lactate avec ou sans acétate est une voie 

potentielle pour la production d'hydrogène par la voie du butyrate, ce qui explique cette orientation du 

métabolisme fermentaire (Chapitre III). 

Avec la solution d’alimentation à 100 g/L, l’évolution du métabolisme suit une tendance nette d’après la 

figure 78 : le débit de production de métabolites augmente avec la réduction du TSH et atteint un optimum 

à TSH = 3 h, ce qui correspond à l’optimum de productivité en H2. Ainsi, la productivité en H2 est associée à 

la production de butyrate, ce qui est cohérent avec les observations précédentes. Si les débits de production 

de métabolites varient avec le TSH, la concentration en métabolites dans le fermentât est assez stable et ne 

semble donc pas dépendre du TSH à cette concentration en biomasse dans la solution d’alimentation d’après 

le tableau 46. A TSH = 2 h, la concentration en métabolites est la plus faible. Les indicateurs du métabolisme 

sont cohérents avec les variations de rendement en H2 observées : le métabolisme à TSH = 6 h est le mieux 

orienté vers la production d’H2 (meilleurs rapports molaires B/A et 
𝐻2

2 × (𝐵+𝐴)
 et faible production d’acétate 

par homoacétogenèse), ce qui explique son rendement élevé (1,33 molH2/molsucres). Malgré un métabolisme 

un peu moins efficace, les fermentations à TSH de 3 et 4 h ont des productivités plus élevées. En effet, avec 

la solution d’alimentation à 100 g/L, on observe que l’augmentation du DAS par réduction du TSH diversifie 

le métabolisme fermentaire (solvantogenèse, homoacétogenèse, production de propionate). 

Avec la solution d’alimentation à 200 g/L, l’effet du TSH sur le métabolisme est plus variable. Globalement, 

la production de métabolites et la consommation de sucres augmentent avec la réduction du TSH (figure 78). 

Un optimum de métabolisme est observé à TSH = 4 h : les productions de métabolites associées à des voies 

non productrices d’H2 (acétate par homoacétogenèse, éthanol, formiate, propionate) sont faibles. A TSH 

inférieur ou supérieur à 4 h, le métabolisme se diversifie au profit de voie non productrices d’H2 et une partie 

importante du potentiel H2 (protons) a été utilisée pour la production de propionate et/ou stockée sous 

forme de formiate. A faible TSH, cette diversification du métabolisme semble possible grâce à la présence 

abondante de sucres non consommés dans le milieu réactionnel à TSH courts (4,6 et 7,7 g/L) et à TSH plus 
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longs par une concentration en acides organiques assez élevée dans le milieu réactionnel (13,5 g/L). Notons 

qu’à TSH = 3 h, l’optimum de productivité en H2 est associé à une faible production d’acétate par 

homoacétogenèse (Tableau 46). A TSH = 2 h, on observe la même tendance qu’avec la solution d’alimentation 

à 100 g/L : une diminution de la concentration en métabolites produits et une augmentation de la teneur en 

sucres non consommés dans le fermentât. 

Ainsi, les effets du TSH sur le métabolisme des consortia fermentaires varient selon la concentration en 

substrat dans l’alimentation. A 100 g/L, la réduction du TSH augmente la productivité en H2 mais réduit 

l’efficacité du métabolisme. A 200 g/L, le métabolisme s’améliore avec la productivité en H2, des optima sont 

obtenus à TSH = 3 et 4 h. Les tests de fermentations (200 g/L à TSH de 2 h ou de 3 h) avec les DAS les plus 

importants (supérieurs à 5,5 g/L/h) présentent un métabolisme diversifié avec l’émergence de voies 

consommatrices d’H2 témoignant potentiellement d’un stress dans le milieu réactionnel lié à une quantité 

en substrat disponible trop importante, à l’augmentation de la concentration en acides ou à l’émergence de 

bactéries non productrices d’H2 grâce à la présence abondante de substrat pour leur croissance. A TSH = 2 h, 

des concentrations en métabolites faibles ou des teneurs en sucres non consommés importantes (i.e. 

diminution du taux de consommation des sucres) sont observées signifiant que le renouvellement du milieu 

est plus rapide que la production de métabolites et que la consommation du substrat, avec un métabolisme 

peu orienté vers la production d’H2 (rapport molaire 
𝐻2

2 × (𝐵+𝐴)
 faible). 

Dans la littérature, la plupart des études s’intéresse à la concentration en métabolites dans le milieu 

réactionnel plutôt qu’au débit de production par litre de réacteur (mmol/L/h), qui est plus approprié pour le 

calcul des flux métaboliques. La concentration en métabolites dans le milieu réactionnel est souvent corrélée 

positivement à la productivité en H2 indépendamment des variations du TSH. Par exemple, Lee et al. (2014) 

et Salem et al. (2018) montrent que l’augmentation de la productivité en H2 suite à la réduction du temps de 

séjour est associée à une augmentation de la concentration totale en métabolites dans le milieu réactionnel. 

Arooj et al. (2008) observent des variations du métabolisme global de la fermentation d’amidon en CSTR avec 

les variations du TSH : les TSH longs (12 - 18 h) sont favorables à l’accumulation d’acides dans le milieu 

réactionnel liée au manque de renouvellement du milieu et les TSH courts (4 - 6 h) sont favorables à 

l’homoacétogenèse. La production d’H2 dans leur étude est étroitement liée à la production de butyrate et 

au rapport molaire B/A, qui varie sensiblement en fonction du TSH. Ainsi, l’optimisation du TSH permettrait 

d’améliorer la production d’H2 et le métabolisme fermentaire. Sur le même type de biomasse (farine de blé), 

Karaosmanoglu Gorgeç et Karapinar (2019) observent un optimum de concentration en acides gras volatils 

d’environ 5,7 g/L à TSH = 4,5 h. A TSH plus long, le métabolisme bactérien n’est pas suffisamment efficace 

pour produire des acides et à TSH plus faible, le taux de dilution réduit la concentration en acides détectée 

dans le milieu réactionnel. Cet effet du taux de dilution est aussi observé par Kim et al. (2011). Lors de la 

fermentation de pulpe de soja hydrolysée avec un métabolisme favorable à la production d’H2 par la voie de 
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l’acétate, la concentration en métabolites dans le milieu réactionnel est corrélée à la réduction du TSH entre 

6 et 8 h. A partir de TSH = 4 h, le taux renouvellement du milieu est plus rapide que le temps de génération 

des acides d’où une réduction de la concentration en acides dans le milieu réactionnel (Kim et al., 2011). 

En plus de réduire la concentration en acides dans le milieu réactionnel, la diminution du TSH peut modifier 

le métabolisme fermentaire. Dans l’étude de Davila-Vazquez et al. (2009) qui fermentent du lactosérum avec 

un consortium dont le métabolisme est favorable à la production d’H2 par la voie du butyrate (B/A = 2,4 à 

TSH de 6 h et 10 h), la diminution du TSH à 4 h déclenche la production de propionate et une réduction de la 

production d’acides organiques ainsi qu’une réorientation du métabolisme vers la production d’acétate 

(B/A = 1). 

Concernant la consommation du lactate au cours de la fermentation, ce phénomène a été observé dans 

plusieurs études qui utilisent des substrats contenant du lactate (résidus de l’industrie sucrière). Mariakakis 

et al. (2012) montrent une consommation significative du lactate lors de la fermentation de mélasses issues 

de betteraves sucrières consécutive à la réduction du temps de séjour à des durées inférieures à 24 h. Cette 

biomasse est dominée à la fois par des bactéries lactiques et des bactéries productrices d’hydrogène. Les 

auteurs suggèrent que le choix du TSH impacte la relation symbiotique entre les bactéries. En effet, à des 

TSH supérieurs à 24 h, i.e. à faibles DAS, les bactéries lactiques sont dominantes, ce qui est cohérent avec les 

travaux de Park et al. (2018) montrant la capacité des bactéries lactiques à concurrencer les Clostridii, à faible 

concentration en substrat dans le milieu réactionnel. Lors de la fermentation de vinasses de canne à sucre, 

Bernal et al. (2021) constatent également que la consommation du lactate et le taux de consommation du 

lactate semblent liés au DAS. En effet, la consommation de lactate est totale au cours de la plupart des tests 

de fermentation alors qu’aux DAS les plus élevés (à TSH courts, 1 h et 2 h), la consommation du lactate et des 

sucres est partielle (environ 60 %). Le métabolisme observé au cours de cette étude est remarquable. Malgré 

la consommation du lactate, il est très favorable à la production d’acétate dont 18 à 45 % de la production 

totale s’effectue par la voie de l’homoacétogenèse (la consommation de lactate n’est pas prise en compte 

dans le calcul de l’homoacétogenèse). Parmi les métabolites observés, les auteurs notent la production de 

butyrate et une quantité importante de propionate dans le milieu réactionnel, ce qui est cohérent avec nos 

données. Dans notre étude, l’augmentation du DAS par augmentation de la concentration en biomasse est 

associée à une augmentation de la production en butyrate et en propionate, en particulier avec les tests de 

fermentation avec l’alimentation à 200 g/L. L’homoacétogenèse est stimulée à faible TSH, phénomène lié à 

une augmentation de la teneur en solides suspendus dans le bioréacteur d’après Bernal et al. (2021). Nos 

résultats sont similaires à ce constat ainsi que ceux de Baima Ferreira Freitas et al. (2020) avec un bioréacteur 

à boues expansées. 



 Chapitre 8 

241 
 

Ainsi, en bioréacteur continu, une proportion importante de la production d’acétate s’effectue par 

l’homoacétogenèse ; ce phénomène n’est pas spécifique à la fermentation de filtrat d’hydrolysat d’ensilage 

de maïs puisqu’il est également rapporté par les études fermentant des co-produits de l’industrie sucrière. 

Sur la base de ces résultats, on peut souligner que le temps de séjour hydraulique est un instrument efficace 

pour orienter le métabolisme fermentaire : les TSH longs favorisent l’augmentation de la concentration en 

acides organiques (butyrate et acétate) et alcools, ce qui limite la production d’H2. A l’inverse, à faible TSH (2 

h), la vitesse de circulation des liquides est élevée, ce qui engendre la dilution du milieu réactionnel (liée à la 

boucle de recirculation du milieu réactionnel), une inhibition des bactéries par un apport de substrat trop 

élevé (augmentation du DAS) et l’intensification des forces de cisaillement voire la modification du régime 

d’écoulement des liquides, ce qui peut, dans notre cas, favoriser le lessivage des bactéries par décollement 

du biofilm du support. Pour Karaosmanoglu Gorgeç et Karapinar (2019), le TSH optimal dépend de la capacité 

du réacteur à maintenir les bactéries dans le milieu réactionnel, ce qui explique les différences de TSH optimal 

en fonction des études. 

3.3. Conclusion sur l’effet du TSH sur la production d’hydrogène 

Une analyse du plan factoriel des effets du TSH sur la productivité et sur le rendement de production en H2 

a été effectuée, les données détaillées du plan d’expériences sont données en annexe. La figure 79 présente 

les graphiques de contour associés. 

 

Figure 79 : Graphique de contour de l’impact du TSH et de la concentration en biomasse dans la solution d’alimentation 
du BRM sur la productivité en H2 (a) et le rendement en H2 (b). 

D’après la figure 79, on note une légère tendance entre l’augmentation de la concentration en biomasse et 

la productivité en H2 avec un optimum de productivité à TSH compris entre 3 - 4 h. Aux TSH extrêmes (2h et 

6h), l’effet de la concentration en biomasse est peu marqué. De plus, à une concentration en alimentation 



 Chapitre 8 

242 
 

de 100 g/L, l’effet du TSH est faiblement marqué. Enfin, notons qu’à 200 g/L, le TSH a un effet marqué sur la 

productivité en H2. 

L’analyse du plan factoriel n’est pas pertinente pour les effets du TSH et de la concentration en biomasse sur 

la productivité d’H2. En effet, l’allure des courbes d’isoréponses en forme de parabole suggère que le modèle 

mathématique est quadratique. Or le plan factoriel mis en en œuvre est limité à la détermination de modèles 

linéaires et n’est donc pas adapté. 

Le plan factoriel est analysé par rapport au rendement en H2. L’analyse de variance valide l’effet significatif 

du TSH et de la concentration en biomasse sur le rendement en H2 à un seuil de significativité de 5 %. D’après 

le diagramme des effets de Pareto, le TSH présente logiquement un effet plus important que la 

concentration. Le modèle présenté à l’équation 8.1 est relativement bien ajusté. Il explique 82 % de la 

variabilité du système mais son pouvoir prédictif est faible (42,8 %). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑒𝑛 𝐻2 = 0,643 +  0,1700 TSH −  0,00415 Concentration  (𝐸q. 8.1) 

Ainsi, le graphique de contour suggère que la productivité en H2 varie en fonction du TSH et de la 

concentration en biomasse dans l’alimentation de manière non linéaire puisqu’un optimum de productivité 

est atteint à un TSH compris entre 3 et 4 h. Ces conditions correspondent également à des métabolismes 

efficaces. Le plan d’expériences sur le rendement a permis d’établir un modèle préliminaire pour caractériser 

les variations de rendement en H2 sur le domaine expérimental testé. 

4. Effet de la concentration en biomasse dans la solution d’alimentation sur la 

production d’hydrogène 

Au cours de la partie précédente et sur le domaine expérimental choisi, il apparaît que la concentration en 

biomasse dans la solution est le facteur qui a le plus d’impact sur les performances de production en H2. Cette 

partie vise à approfondir l’effet de la concentration en biomasse dans l’alimentation (de 100 à 300 g/L) à 

deux TSH (4 h et 6 h).  

4.1. Effet de la concentration en biomasse sur la production de gaz et la 

conversion du substrat 

La figure 80 présente l’effet de la concentration en biomasse dans l’alimentation à TSH constant sur le débit 

de production en H2 par litre de réacteur. 
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Figure 80 : Effet de la concentration en biomasse sur le profil des débits de production d'H2 par litre de réacteur. N.B. : 
les profils de fermentation ont été superposés. 

Les paramètres de performance de production d’H2 sont regroupés dans le tableau 47.  

Tableau 47 : Effet de la concentration en biomasse sur les paramètres de production de gaz et de conversion du 

substrat à TSH constants (4 h et 6 h). 

TSH Conc. DAS Productivité 
H2/CO2 

Rendement C % 

(h) (gbiomasse/L) (gsucres/L/h) (mLH2/L/h) (molH2/molsucres) ( %sucres) 

6 h 

100 1,1 182 0,92 1,33 65 % 

200 2,8 204 0,88 0,58 85 % 

300 4,6 324 0,70 0,57 87 % 

4 h 

100 1,6 204 0,99 0,98 67 % 

200 4,1 314 0,82 0,67 82 % 

300 7,0 360 1,19 0,39 76 % 

 

A TSH = 6 h, l’augmentation de la concentration en biomasse permet d’améliorer la productivité en H2 du 

BRM. Cela est particulièrement notable à 300 g/L. Le taux de consommation des sucres augmente également 

de 65 % à 100 g/L à 85 % et 87 % respectivement avec une solution d’alimentation à 200 et 300 g/L. Le rapport 

molaire H2/CO2 et le rendement de conversion des sucres en H2 diminuent cependant avec l’augmentation 

de la concentration en biomasse montrant une réorientation du métabolisme vers des voies non productrices 

d’H2 et ce malgré une productivité en H2 améliorée. Ainsi, l’augmentation de la productivité est plus faible 

par rapport à l’augmentation du DAS. 

A TSH = 4 h, des phénomènes similaires sont observés concernant l’effet de la concentration en biomasse sur 

la productivité en H2 et le rendement en H2, ceux-ci restant corrélés négativement entre eux. Notons que les 

tests à 200 et 300 g/L présentent des productivités en H2 assez proches. Le rapport molaire H2/CO2 atteint 

6 h / 100 g/L 
6 h / 200 g/L 
6 h / 300 g/L 

4 h / 100 g/L 
4 h / 200 g/L 
4 h / 300 g/L 
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un minimum à une concentration de 200 g/L dans l’alimentation alors que cette concentration correspond 

au maximum du taux de consommation des sucres. 

Les corrélations entre le DAS et les indicateurs de performances de fermentation en BRM sont représentées 

sur la figure 81.  

 

Figure 81 : Corrélation entre le DAS et les indicateurs de fermentation en BRM : productivité en H2 (a), rendement de 
conversion des sucres (b), taux de consommation des sucres (c) et rapport molaire H2/CO2 (d). 

De manière cohérente avec les résultats de la partie précédente, la figure 81 fait apparaître la corrélation 

positive entre la productivité en H2 et le DAS (figure 81a) et la corrélation négative entre le rendement en H2 

et le DAS (figure 81b). Ainsi, un équilibre doit être trouvé entre ces deux paramètres de performances pour 

la mise en œuvre du BRM.  

Le taux de consommation des sucres varie également en fonction du DAS et il semblerait que la 

consommation des sucres soit optimale à un DAS compris entre 2,8 et 4,6 gsucres/L/h (figure 81c), ce qui 

correspond aux tests à 6 h / 200 g/L, 4 h / 200 g/L et 6 h / 300 g/L. 

L’effet du DAS sur le rapport molaire H2/CO2 est variable (figure 81d). Le rapport molaire H2/CO2 augmente 

très légèrement avec le DAS (réduction du TSH) lors des tests à 100 g/L. Il diminue avec l’augmentation du 

DAS liée à l’augmentation de la concentration en biomasse dans l’alimentation et à la réduction du TSH. Enfin, 

le test à 4 h / 300 g/L avec le rapport molaire H2/CO2 le plus élevé (1,19) fait figure d’exception. 
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Dans la littérature, l’effet de la teneur en substrat de la solution d’alimentation sur la production a été moins 

étudié que l’effet du TSH. Saleem et al. (2018) ont évalué l’effet de la concentration en substrat avec un 

substrat synthétique en bioréacteur à membrane dynamique en configuration ex situ. Ils montrent que la 

concentration en DCO de leur solution d’alimentation est un paramètre qui affecte le fonctionnement de leur 

réacteur et notamment la capacité de filtration du module membranaire. Ils obtiennent une plage de 

fonctionnement optimale entre 10 et 30 gDCO/L à TSH = 24 h. L’augmentation de la concentration en DCO de 

l’alimentation permet d’augmenter la productivité en H2, ce qui valide nos observations sur l’effet de la 

concentration en biomasse sur la productivité en H2. Par ailleurs, notons que la configuration de notre BRM 

permet de traiter des charges de DCO équivalentes (entre 17,1 et 41,7 gDCO/L) sur des temps de séjour 

beaucoup plus courts (3 h contre 24 h) et permet d’obtenir des productivités plus élevées par rapport à leur 

productivité maximale qui s’élève à 104 LH2/L/h.  

Davila-Vazquez et al. (2009) testent l’effet d’une augmentation de la concentration de la solution 

d’alimentation en poudre de lactosérum à TSH = 6 h, qui correspond au TSH optimal de leur système. Ils 

obtiennent un optimum de production de 1400 mLH2/L/h un débit d’alimentation de 5,7 glactose/L/h 

(5,7 gDCO/L/h). L’augmentation de la charge leur permet de se rapprocher des taux de charge maximaux 

déterminés par Guo et al. (2008) avec des mélasses (8 gDCO/L/h) tout en maintenant la productivité en H2 

(1360 mLH2/L/h.)  

En CSTR à TSH = 6 h, Arellano-García et al. (2021) testent différentes solutions d’alimentation préparées à 

partir de vinasses de tequila, très riches en acides organiques (formiate, lactate, acétate, valérate). 

L’augmentation de la charge organique du système permet d’obtenir un optimum de production d’H2 

(87,5 mLH2/L/h). En revanche, l’utilisation des vinasses brutes crée un choc d’alimentation en acides gras 

volatils non favorable à la production d’H2. En effet, l’utilisation de la solution brute inhibe la production d’H2 

et réduit la consommation des solubles qui peuvent être utilisés comme substrat (sucres, formiate, lactate). 

A l’inverse, la solution brute favorise la dominance des bactéries lactiques appartenant à la famille des 

Sporolactobacillus. Les auteurs soulignent donc l’effet de la composition de l’alimentation sur la production 

d’H2, le métabolisme et les consortia bactériens indépendamment du TSH. Cette étude montre en effet qu’un 

substrat trop riche en acides organiques, c’est-à-dire dont la quantité est similaire à celle des sucres, peut 

inhiber la fermentation obscure. 

Ainsi, sur cette série d’expériences, nous avons montré l’effet prépondérant du DAS sur la productivité en H2 

du BRM par rapport à la concentration en biomasse dans l’alimentation et le TSH. 
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4.2. Effet de la concentration en biomasse sur la production de 

métabolites 

L’analyse de la composition de l’effluent permet de déterminer les débits de production de métabolites et 

de consommation des substrats. La figure 82 et le tableau 48 présentent l’effet de la concentration en 

biomasse sur le métabolisme fermentaire à 2 TSH (4 et 6 h). 

 

Figure 82 : Effet de la concentration en biomasse sur les productions d’H2 et de métabolites et sur la consommation des solubles 
présents dans le milieu réactionnel. Les barres d’erreur représentent la variabilité des productions des métabolites sur plusieurs 
prélèvements pendant la période de régime pseudo stable lors de laquelle les productions de gaz ont été calculées. 

Tableau 48 : Effet de la concentration en biomasse sur la teneur totale en métabolites et en sucres dans le fermentât et sur 
les indicateurs d’efficacité du métabolisme. 

TSH / Conc. 
DAS 

Concentration en 
métabolites produits 

Sucres non 
consommés B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse 

(gsucres/L/h) (g/L) (g/L) (mmolacétate/L/h) 

6h / 100 g/L 1,1 4,9 2,2 2,7 0,65 0,6 

6h/ 200 g/L 2,8 13,5 2,6 1,5 0,29 2,7 

6h / 300g/L 4,6 9,3 3,5 6,5 0,59 1,6 

4h / 100 g/L 1,6 5,2 1,8 1,5 0,43 1,8 

4h/ 200 g/L 4,1 7,0 2,4 1,8 0,55 1,5 

4h / 300g/L 7,0 14,2 6,8 2,3 0,54 1,3 

 

A TSH fixés, l’augmentation de la concentration en biomasse est associée à une augmentation du DAS. Sur la 

figure 82, on observe les phénomènes caractéristiques de l’augmentation du DAS tels que l’augmentation de 
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la consommation des substrats, à savoir les sucres et le lactate (sauf pour le test à un TSH de 4 h et à une 

concentration de 300 g/L). 

A TSH = 6 h, l’augmentation de la concentration en biomasse augmente la production d’H2 par la voie du 

butyrate avec une production stable et faible d’acétate, à l’exception du test à 200 g/L dont le métabolisme 

est très différent (production de propionate, de formiate et d’une quantité importante d’acétate). Les voies 

métaboliques non productrices d’H2 sont peu actives comme le suggèrent les faibles teneurs en éthanol et 

en acétate observées lors des tests à 100 et 300 g/L (figure 82). 

A TSH = 4 h, l’effet de la concentration en biomasse est net. La production de butyrate et d’H2 augmentent 

alors que la production d’acétate reste stable, ce qui se traduit par une augmentation du rapport molaire 

B/A. Par ailleurs, l’augmentation du DAS diversifie le métabolisme : la production d’éthanol par 

solvantogenèse et la réduction du CO2 sous forme de formiate augmente avec la concentration en biomasse 

dans la solution d’alimentation et l’homoacétogenèse tend à diminuer. Nous notons également 

l’augmentation de la production de propionate avec le DAS à l’instar des résultats de Oh et al. (2004). 

Hormis le test à 6 h / 200 g/L, le rapport 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 est stable autour de 0,5 - 0,6 montrant l’homogénéité globale 

des résultats de production d’H2. 

Excepté le test à 6 h / 200 g/L, la teneur en métabolites produits augmente avec la concentration en 

biomasse, un constat qui est partagé dans la littérature par Saleem et al. (2018) et Davila-Vazquez et al. 

(2009) qui observent une augmentation de la concentration des acides gras volatils dans le milieu réactionnel 

en fonction de la production d’H2 et de la charge en DCO de la solution d’alimentation. Saleem et al. (2018) 

notent toutefois un effet inhibiteur des acides gras volatils à une concentration supérieure à 60 mM qui 

déclencherait un shift métabolique vers la production d’éthanol par la voie de solvantogenèse. Dans nos 

conditions, une production de formiate et une production plus importante d’éthanol sont observées dans les 

tests de fermentation où la concentration en métabolites est élevée (hormis pour la production d’acide 

formique du test à TSH = 6 h et 300 g/L). En condition de surcharge en substrat (DAS = 7,8 glactose/L/h), 

Davila-Vazquez et al. (2009) observent une augmentation de la production d’acétate résultant de la 

consommation de l’H2 par des organismes acétogènes, ce qui contraste avec les productions d’acétate plutôt 

faibles que nous observons dans les tests avec la solution d’alimentation à 300 g/L. Nous n’avons sans doute 

pas atteint les conditions menant à ce shift métabolique dans notre réacteur. Par ailleurs, notons que deux 

tests fermentaires dépassent la valeur seuil des 12,5 g/L d’acides organiques dans le fermentât déterminée 

par Noblecourt et al. (2017). Ce fait expérimental pourrait justifier la mise en place d’un système de 

séparation membranaire (solide/liquide ou liquide/liquide) pour réduire la teneur en acides dans le milieu 

réactionnel et éviter l’inhibition de la production en H2, des déviations métaboliques (production d’éthanol, 

de propionate et de formiate) ou simplement dans notre système l’augmentation du DAS pour diminuer le 

débit de métabolites dans le milieu réactionnel.  
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Au même titre que le TSH, la concentration en substrat dans l’alimentation impacte étroitement les 

performances de production d’H2 des bactéries du bioréacteur par des effets d’inhibition ou d’activation liés 

à la fois à la teneur en sucres et en acides. Dans notre étude, l’augmentation de la concentration en ensilage 

de maïs dans le filtrat d’alimentation a permis d’améliorer les productivités en H2. Un effet inhibiteur de 

l’augmentation du DAS a été observé sur le rendement en H2 et sur l’homoacétogenèse. L’accumulation 

d’acides organiques dans le bioréacteur peut en effet conduire à des changements métaboliques (Oh et al., 

2004 ; Saady, 2013). On note une diversification du métabolisme avec l’augmentation du DAS qui se traduit 

par une modification du métabolisme vers la production d’éthanol ou l’utilisation du potentiel H2 pour la 

production de formiate et de propionate. 

Sur cette série d’expériences, il a été montré que, plus que la concentration en biomasse dans l’alimentation 

et le TSH, le débit d’alimentation en substrat (sucres totaux) a un effet prépondérant sur la productivité 

d’hydrogène en BRM avec une corrélation linéaire entre productivité et DAS indépendamment de la teneur 

en biomasse de départ et du TSH. 

4.3. Effet d’un DAS constant à TSH et charge en biomasse variables sur les 

paramètres de performances de production d’hydrogène 

La charge de biomasse administrée au BRM dépend du TSH et de la concentration en biomasse dans la 

solution d’alimentation. L’objectif de cette partie est de déterminer les valeurs du couple TSH, concentration 

en biomasse qui permet de maximiser les performances de production en H2 du BRM. Cette démarche est 

assez originale parmi les travaux recensés dans la littérature qui n’optimisent qu’un seul paramètre 

d’alimentation à la fois (Renaudie et al., 2021b). 

Initialement, la charge de biomasse pour l’optimisation a été fixée à 50 gbiomasse brute/L/h et correspond à un 

point central dans le domaine expérimental de l’étude compris entre 16,7 et 150 gbiomasse brute/L/h. Les 

variations de la teneur en sucres dans la composition des solutions d’alimentation en fonction de la quantité 

de biomasse nous permettent de disposer d’un jeu de données avec deux tests à iso-débit d’alimentation en 

substrat (sucres) (environ 4,4 gsucres/L/h) (voir tableau 49). 

La figure 83 présente les débits d’H2 obtenus au cours du temps pour ces deux tests.  
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Figure 83 : Effet de la concentration en biomasse sur le profil des débits de production d'H2. N.B. : les profils de 
fermentation ont été superposés. 

Les profils présentés sur la figure 83 montrent des débits de production d’H2 bien stabilisés au cours du temps 

et un régime pseudo stationnaire atteint. On observe des productivités en H2 similaires pour les tests de 

fermentation à TSH de 4 h et 6 h. Le rendement le plus élevé en H2 (0,67 molH2/molsucres) est obtenu à 

TSH = 4 h ; ce test de fermentation présente également un bon rapport H2/CO2, qui diminue avec 

l’augmentation du TSH et un taux de conversion des sucres élevé (82 %) légèrement croissant avec le TSH 

(tableau 49). 

Ces résultats correspondent bien aux observations de Davila-Vazquez et al. (2009). En effet, à DAS équivalent, 

les auteurs observent une variation de la production d’H2 d’un facteur 1 à 10 en fonction du TSH (6 h et 4 h), 

ce qui montre bien l’effet du TSH sur la production d’H2 et notamment sa contribution au lessivage des 

consortia bactériens. 

Les métabolismes des tests de fermentation à charge de biomasse égale et DAS constants ont été exposés 

sur la figure 83 et dans le tableau 49. 

Tableau 49 : Effet des paramètres d’alimentation sur la teneur totale en métabolites et en sucres dans le fermentât et sur les 
indicateurs d’efficacité du métabolisme à charge en biomasse constante. 

TSH / Conc. 
DAS 

Métabolites 
produits 

Sucres non 
consommés B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse 

g/L/h (g/L) (g/L) (mmolacétate/L/h) 

4 h/ 200 g/L 4,2 7,0 2,4 1,8 0,55 1,5 

6 h / 300g/L 4,7 9,3 3,5 6,5 0,59 1,6 

 

Le nombre de moles de substrat consommées augmente avec le TSH et la production de butyrate suit 

également cette tendance à l’inverse de l’acétate qui est très faiblement produit dans le test à TSH = 6 h. Le 

test de fermentation à TSH = 4 h présente le plus important débit de production de métabolites 

(16 mmol/L/h). Les teneurs en sucres non consommées représentent 10 à 15 % de la teneur en sucres de 
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l’alimentation. En ce qui concerne les voies métaboliques secondaires, celles-ci semblent peu actives au cours 

des fermentations ainsi que le traduit la faible production d’éthanol et de propionate. Notons que le nombre 

de moles d’acétate produites par homoacétogenèse est stable parmi les tests de fermentation traduisant 

une baisse de rendement de cette voie métabolique. 

Au terme de de cette partie, nous avons déterminé deux conditions d’alimentation du BRM avec une charge 

en biomasse fixe qui permettent d’obtenir une productivité élevée en H2 et un métabolisme fermentaire 

efficace. Les conditions optimales sont 4 h / 200 g/L. En effet, cette configuration permet de produire de l’H2 

à un débit élevé et avec un meilleur rendement que les autres tests.  

4.4. Conclusion sur l’effet de la concentration en biomasse sur la production 

d’hydrogène  

Une analyse statistique est conduite pour analyser le plan d’expériences factoriel consistant à optimiser la 

productivité et le rendement en H2 à partir des paramètres d’alimentation du BRM, les données détaillées 

d’analyse du plan d’expériences sont placées en annexe. La figure 84 présente les graphiques de contour 

associés. 

 

Figure 84 : Effet de la concentration en biomasse sur la productivité en H2 (a) et le rendement en H2 (b).  

Sur les graphiques de contour de la figure 84a, la productivité en H2 augmente avec la concentration en 

biomasse et la réduction du TSH i.e. l’augmentation du DAS. L’analyse de la variance montre que la valeur de 

p pour la concentration en biomasse est significative au seuil de 0,05 (p = 0,013), ce qui permet de conclure 

à un effet significatif de ce facteur sur la productivité en H2. L’effet du TSH n’est pas validé par l’analyse de la 

variance. Par ailleurs, le modèle associé au plan d’expériences factoriel (Eq. 8.2) présente un R2 élevé qui 

permet d’expliquer 92,02 % de la variance de la productivité en H2 et une bonne capacité de prévision 

(73,33 %).  

Productivité en H2  = 255,7 +  0,745 Concentration −  28,0 TSH (Eq. 8.2) 
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Le graphique de contour du rendement en H2 (figure 84b) présente un gradient qui est logiquement inversé 

par rapport à celui de la productivité en H2, les rendements les plus élevés étant obtenus à des concentrations 

en biomasse faibles dans l’alimentation et à TSH longs (DAS faible). L’analyse de la variance montre que la 

concentration en biomasse et le TSH ont un effet significatif sur le rendement en H2 avec un seuil de 0,05. 

Notons également que le terme d’interaction entre les deux facteurs est aussi significatif. Le modèle proposé 

(Eq. 8.3) présente un R2 proche de 1 (99,87 %) et une très bonne capacité de prévision (98,26 %). 

Rendement en H2 = 0,370 − 0,001250 Concentration +  0,2250 TSH −  0,000425 Concentration ∗ TSH (Eq. 8.3) 

 

Ainsi, ce plan d’expériences a permis de mettre en évidence l’effet positif et significatif de la concentration 

en biomasse (i.e. de la quantité de sucres) dans l’alimentation sur la productivité en H2 du BRM. A l’échelle 

métabolique, ce phénomène est associé à une augmentation du débit de production de butyrate et à une 

diversification du métabolisme lors des expériences à un TSH de 4 h. 

5. Analyses microbiologiques  

Le recours au séquençage des consortia bactériens présents dans le milieu réactionnel a pour objectif de 

répondre à plusieurs questions :  

 quel est l’effet de la composition de la solution d’alimentation, notamment la concentration en 

sucres et en métabolites solubles (lactate et acétate) sur les consortia bactériens ? 

 quel est l’effet du TSH (taux de renouvellement du milieu ou taux de dilution) qui influe sur les 

conditions d’hydrodynamisme dans la calandre sur les consortia bactériens ? 

 quel est l’effet de la nature du substrat utilisé pour alimenter le BRM (solution de glucose 

supplémentée en nutriments, filtrat d’ensilage de maïs, hydrolysat d’ensilage de maïs autoclavé) sur 

les consortia bactériens ? 

Pour ce faire, l’ADN des consortia bactériens présents dans la boucle de recirculation en sortie du BRM a été 

extrait, séquencé et quantifié. En outre, ces données permettent de compléter les observations sur les 

productions de gaz et le métabolisme. 

Tout d’abord, les caractéristiques des tests de fermentation au cours desquels les échantillons ont été 

prélevés seront présentées. La comparaison de l’abondance relative des familles et des espèces microbiennes 

entre les tests fermentaires permettra ensuite d’expliquer les effets des paramètres d’alimentation testés 

sur la production d’hydrogène. Enfin, plusieurs corrélations issues d’une analyse statistique seront proposées 

pour compléter la synthèse des résultats. 
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5.1. Description des échantillons : paramètres expérimentaux et performance de 

production d’H2 

Le tableau 50 présente les caractéristiques et la productivité en H2 des échantillons séquencés.  

Tableau 50 : Description des échantillons dont les consortia bactériens ont été séquencés. 

TSH Concentration 
Prétraitement Substrat 

Charge (g/L/h) Productivité 
(mLH2/L/h) (h) (g/L) Biomasse Sucres 

6 100 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 16,7 1,1 182 

4 100 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 25 1,7 204 

2 100 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 50 3,3 144 

6 200 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 33,3 2,8 204 

4 200 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 50 4,1 314 

6 300 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 50 4,7 324 

4 300 Autoclave Filtrat d’hydrolysat 71,6 7,0 360 

10 75 Trempage Filtrat 7,5 0,12 27 

6 14 - Glucose - 2,3 328 

 

L’effet du TSH (2 - 6 h) sur les consortia sera observé avec les expériences dont l’alimentation contient 

100 gbiomasse/L. Les tests de fermentation sur l’effet de la concentration en biomasse dans l’alimentation 

(100 - 200 – 300 g/L, TSH = 4 h et 6 h) ont été séquencés ainsi que les trois essais à charge de biomasse 

constante (50 g/L/h) (tableau 50). Enfin, dans l’optique de montrer les effets de la nature de la solution 

d’alimentation sur les communautés microbiennes, les consortia bactériens des essais du plan d’expériences 

seront comparés à ceux des tests de fermentation effectués avec du filtrat issu du trempage d’ensilage de 

maïs broyé (non autoclavé) et avec du substrat modèle (glucose) dont les paramètres et productivité en H2 

seront présentés dans le tableau 50. 

5.2. Analyse de la diversité alpha des échantillons  

La première analyse s’intéresse à la diversité taxonomique des consortia microbiens. En effet, plusieurs 

variations de populations sont attendues selon les échantillons en fonction des paramètres d’alimentation. 

La charge en biomasse tend de façon générale à modifier les populations de microorganismes  

(Arellano-García et al., 2021 ; Hafez et al., 2010 ; Mariakakis et al., 2012 ; Renaudie et al., 2021a). La charge 

de biomasse a été même utilisée comme un prétraitement de l’inoculum bactérien par Benito Martin et al. 

(2017), O-Thong et al. (2009) et Pakarinen et al. (2011). La biodisponibilité du substrat joue également un 

rôle sur la diversité (O-Thong et al., 2009). En effet, un substrat abondant et facilement fermentescible 

pourrait promouvoir une plus grande biodiversité qu’un substrat peu abondant et requérant des enzymes 

spécifiques pour être hydrolysé et métabolisé, favorisant ainsi les microorganismes hydrolytiques (Chen et 

al., 2012). Enfin, le fonctionnement en BRM à temps de séjour variable permettrait le développement de 

bactéries avec des taux de croissance variés et la sélection de celles dont le taux de croissance est le plus 
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adapté au TSH imposé. La diversité taxonomique peut être appréhendée par la richesse spécifique d’un 

milieu donné (Vigliotti, 2017; Whittaker, 1960, 1972) et peut être établie selon trois aspects :  

 la diversité alpha correspondant au nombre d’espèces (ou d'OTU) qui coexistent dans un milieu 

donné (ici, le bioréacteur à un instant donné) (Whittaker, 1960) ; 

 la diversité bêta correspondant à la différence de diversité des espèces entre plusieurs milieux 

(Whittaker, 1960) par exemple, un milieu correspondant à un BRM alimenté avec du substrat modèle 

ou de l’hydrolysat d’ensilage de maïs. Il s’agit donc de comparer le nombre de taxa (phyla ou genres, 

...) exclusifs et partagés entre différents milieux. L’analyse de cette diversité sera l’objet de la partie 

5.3. 

Dans cette étude, la diversité alpha, estimée via l’indice de Simpson, permettra de connaître la richesse 

spécifique d’un consortia bactérien. 

L’indice de Simpson (Simpson, 1949) est une mesure de régularité représentant la probabilité que deux 

individus pris au hasard appartiennent à la même espèce (Vigliotti, 2017). Ainsi, plus l’indice est proche de 1, 

plus l’inégalité d’abondance entre espèces est grande et plus la diversité est faible. L’indice de Simpson est 

sensible aux variations des espèces les plus abondantes (Peet, 1974). L’indice de diversité de Shannon, qui 

est plus sensible aux variations des espèces minoritaires, donne exactement les mêmes tendances en termes 

de diversité que ceux de l’indice de Simpson et ne sera donc pas présenté dans cette étude. Les indices de 

diversité des échantillons de fermentât du BRM sont exposés dans le tableau 51. 

Tableau 51 : Indice de Simpson caractérisant la diversité bactérienne des échantillons analysés par séquençage du gène d’ARN 16S 

TSH / Concentration  
DAS  

(gsucres /L/h) 
Nombre d’OTU Indice de diversité de 

Simpson 

6 h / 100 g/L 1,1 64 0,30 
4 h / 100 g/L 1,7 45 0,19 
2 h / 100 g/L 3,3 41 0,26 
6 h / 200 g/L 2,8 65 0,22 
4 h / 200 g/L 4,1 59 0,21 
6 h / 300 g/L 4,7 61 0,16 
4 h / 300 g/L 7,0 57 0,36 

10 h / 71,6 g/L  0,12 75 0,27 
Substrat modèle 2,3 39 0,31 

 

D’après le tableau 51, le nombre d’OTU varie du simple au double en fonction des paramètres d’alimentation 

du BRM et du substrat utilisé. Il en est de même pour l’indice de Simpson, qui varie entre 0,16 et 0,36 et qui 

est faible. L’indice de Simpson n’est par corrélé au nombre d’OTU. 

Le nombre maximal d’OTU dans la recirculation est observé au cours de la fermentation du filtrat. Ce constat 

peut sembler logique puisque le filtrat est à la fois source de bactéries et de substrat. Notons que cela 

correspond à la fermentation dont l’alimentation est la moins concentrée en sucres. L’indice de Simpson est 

dans la moyenne des échantillons séquencés (0,27). 
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Le nombre minimal d’OTU est observé lors de la fermentation de substrat modèle, ce qui suggère que la 

biodisponibilité du substrat ne serait pas directement corrélée au nombre d’OTU. L’indice de Simpson de ce 

test de fermentation est l’un des plus élevés (0,31) mais n’est pas très différent de celui des autres substrats 

indiquant que l’utilisation de substrat modèle n’affecte pas significativement la diversité du consortium 

installé dans le BRM. 

Pour les tests utilisant l’hydrolysat d’ensilage de maïs, le nombre d’OTU varie de 41 à 65 et reste assez stable 

d’une concentration en biomasse à l’autre. On observe une tendance entre le nombre d’OTU et le temps de 

séjour, en effet, le nombre d’OTU semble diminuer avec le temps de séjour. L’effet du TSH est marqué entre 

4 et 6 h à une concentration de 100 g/L et est plus faible pour les tests avec une alimentation à 200 g/L ou 

300 g/L. Ainsi, la diminution du TSH serait défavorable à certaines bactéries qui pourraient être lessivées en 

raison de l’augmentation de la vitesse de circulation des liquides. L’indice de Simpson ne semble pas corrélé 

aux paramètres d’alimentation.  

Ainsi, du point de vue de la diversité alpha, les consortia analysés semblent relativement homogènes malgré 

des paramètres d’alimentation très différents (teneur en sucres, TSH). 

5.3. Variations de la composition bactérienne en fonction des paramètres 

d’alimentation du BRM : analyse de la diversité béta 

La figure 85 présente l’évolution des populations microbiennes en sortie du BRM, prélevées dans la boucle 

recirculation, en fonction des paramètres d’alimentation du BRM. 

 

Figure 85 : Variations de l’abondance relative des espèces bactériennes dans le fermentât en fonction des paramètres 
d’alimentation en filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs autoclavé du BRM (comparaison avec le filtrat non autoclavé 
et le substrat modèle). 
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 Effet de la nature du substrat sur la composition des consortia bactériens 

Sur la figure 85, on observe deux types de bactéries majoritaires : les bactéries productrices d’H2 (Clostridium 

pour la plupart des échantillons et spécifiquement Ethanoligenens pour le substrat modèle) et les bactéries 

lactiques (genres Lactococcus et Lactobacillus). De manière ponctuelle, on note la présence de taxons 

apparentés à Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Runinococcus et à Acinetobacter. Les bactéries du genre 

Pseudomonas ont été décrites comme productrices d’H2 (Goud et al., 2014 ; Porwal et al., 2008 ; Shiyan et 

Krishnaveni, 2013 ; Ziara et al., 2019), ainsi que le taxon apparenté aux Enterobacteriaceae (Chapitre 3). La 

présence de bactéries du genre Pseudomonas a été relevée dans un consortium bactérien fermentant un 

hydrolysat de paille de riz avec une productivité en H2 très élevée (680 mLH2/L/j, Liu et al., 2014). Des 

Runiminococcus ont été décrites comme des bactéries hydrolytiques par Chatellard et al. (2016) et ont été 

sélectionnés au cours de fermentations avec des substrats lignocellulosiques complexes (cellulose, xylane, 

paille de blé). La présence de ce taxon lors de la fermentation d’hydrolysat d’ensilage de maïs est donc 

cohérente. Le rôle de Acinetobacter est plus complexe à évaluer. Dans la littérature, les capacités de la souche 

Acinetobacter junii-AH4 à produire de l’H2 ont été montrées par Murugan et al. (2021). Les auteurs 

obtiennent de bons rendements de production d’H2 (1,4 molH2/molsucres) à partir de co-produits de moulin à 

riz. Dans nos travaux, le taxon identifié dans la recirculation du BRM présente plus de 98 % d’homologie avec 

des souches d’Acinetobacter (Acinetobacter harbinensis, Acinetobacter terrae, Acinetobacter terrestri) 

isolées à partir d’échantillons de sols ou d’écosystèmes aquatiques (Krizova et al., 2015 ; Li et al., 2014 ; 

Nemec et al., 2021). Ces souches anaérobies strictes difficilement cultivables en condition mésophile ne sont 

pas capables de produire d’acides à partir du glucose mais utilisent l’acétate, le lactate (Krizova et al., 2015 ; 

Li et al., 2014) ou encore l’éthanol (Nemec et al., 2021) comme source de carbone. 

De manière remarquable, la composition des consortia fermentaires du filtrat est tout à fait cohérente avec 

les résultats de Sträuber et al. (2016) qui fermentent de l’ensilage de maïs en réacteur à percolation 

(fermentation à l’état solide) en mode d’alimentation semi continu. Les auteurs observent, comme dans 

notre cas, une coexistence entre les bactéries lactiques du genre lactobacillus et les bactéries productrices 

d’H2 du genre Clostridium. 

De façon logique, la biomasse d’ensilage de maïs favorise le développement des bactéries lactiques, 

initialement présentes dans la biomasse, alors que dans le BRM alimenté en substrat modèle, on note très 

peu de bactéries lactiques mais une présence de Ethanoligenens dont la prolifération semble être inhibée 

par le filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs. Cette bactérie a été identifiée comme capable de fermenter des 

monosaccharides et ne semble pas être capable d’hydrolyser des substrats lignocellulosiques complexes. 

Dans la littérature, Ethanoligenens a été sélectionnée pour conduire des expériences de saccharification 

enzymatique et de fermentation en simultanée pour la production d’H2 à partir d’hydrolysat de paille de maïs 

(Xu et al., 2010) ou associée à une bactérie hydrolytique (Clostridium acetobutylicum, par exemple) dans le 

cadre d’une co-culture pour la digestion d’un substrat complexe (Bao et al., 2016 ; Wang, 2008). Ainsi, il est 
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surprenant de ne pas la détecter dans la boucle de circulation lors de la fermentation d’hydrolysat d’ensilage 

de maïs. Bien que non sporulante, cette bactérie semble avoir de remarquables capacités à survivre dans le 

BRM malgré des substrats peu favorables. En effet, le test en substrat modèle a été effectué pendant la 

campagne de tests avec l’hydrolysat d’ensilage de maïs. Par ailleurs, cette bactérie a été identifiée en faible 

proportion (3,3 % d’abondance) dans le BRM opéré par Renaudie et al. (2021b) qui suggéraient une 

implication de cette bactérie dans la formation d’agrégats bactériens (Ren et al., 2009). Enfin, la composition 

de nos consortia bactériens est cohérente avec celles des communautés bactériennes observées par Si et al. 

(2015) en bioréacteur à lit de boues et à lit fixe, tant en termes de diversité (indice de Simpson compris entre 

0,15 et 0,36) qu’en terme qualitatif : présence de Clostridium majoritaire et d’Ethanoligenens en plus faible 

proportion. 

 Effet du TSH sur les consortia bactériens 

Avec la solution d’alimentation à 100 g/L, on note un recul de l’abondance des bactéries Clostridium 

butyricum avec la diminution du TSH au profit de Clostridium acetobutylicum (figure 13a). Dans les tests à 

différents TSH, l’abondance relative de bactéries productrices d’H2 reste assez stable par rapport aux 

bactéries lactiques. A TSH = 4 h, on note une augmentation de la diversité des bactéries en sortie de réacteur 

dans la boucle de recirculation (indice de Simpson faible, 0,16) avec l’émergence de Ruminococus sp. et 

Acinetobacter sp.. 

Avec la solution d’alimentation à 200 g/L, l’alternance entre Clostridium butyricum et Clostridium 

acetobutylicum dans le milieu réactionnel est confirmée (figure 13a). On note une réduction de la quantité 

de bactéries lactiques et l’émergence de Ruminococus à TSH = 4 h. La diversité n’est pas impactée par la 

réduction du TSH (indice de Simpson 0,22 à 6h et 0,21 à 4h). 

Les tests avec la solution d’alimentation à 300 g/L semblent plus favorables au développement de Clostridium 

butyricum par rapport à Clostridium acetobutylicum. La réduction du TSH de 6 h à 4 h réduit significativement 

la diversité bactérienne (l’indice de Simpson passe de 0,16 à 0,36) au profit de l’abondance de Clostridium 

butyricum. 

 Effet de la concentration et de la charge en biomasse sur les consortia 

bactériens 

A TSH = 6 h, la proportion de Clostridium dans le consortium bactérien est optimale à 100 g/L (72 %) puis 

décroît avec la concentration en biomasse utilisée pour générer l’hydrolysat (44 %, 51 % respectivement à 

200 g/L et 300 g/L). 

A TSH à 4 h, quelle que soit la concentration en biomasse dans l’hydrolysat, on observe une augmentation 

de l’abondance relative des Clostridium assez stable (62 % à 70 %), tout comme celle des bactéries lactiques 

(20 à 21 %). 
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 Evolution de l’abondance absolue des bactéries en fonction des paramètres 

d’alimentation 

En plus du séquençage, une quantification du nombre de copies du gène codant pour la sous unité 16S de 

l’ARN ribosomique des procaryotes a été effectuée par qPCR. Ces données permettent de déduire la quantité 

d’ADN procaryote totale de l’échantillon donnant ainsi un ordre de grandeur de la quantité de bactéries 

présentes dans l’échantillon. La figure 86 présente les variations du nombre de copies du gène en fonction 

des paramètres d’alimentation du BRM. 

 

Figure 86 : Variations du nombre (a) et du débit (b) de copies du gène codant pour la sous unité 16S de l’ARN 
ribosomique des procaryotes dans le milieu réactionnel en fonction des paramètres d’alimentation du BRM 
(concentration en biomasse dans l’alimentation et TSH). Le débit correspond au nombre de copies du gène normalisé 
par le TSH. 

D’un point de vue quantitatif, le nombre et le débit de copies du gène dans le milieu liquide augmentent 

d’une part avec la concentration en biomasse (Figure 13) et d’autre part avec le TSH. Le nombre de copies 

du gène augmente avec le DAS et l’essai 4 h / 300 g/L présente le nombre de copies du gène le plus élevé 

dans le milieu réactionnel. Le débit donne une information sur la production du nombre de copies du gène 

par heure. Cet indicateur permet de caractériser les consortia et est l’équivalent microbiologique de la 

productivité en H2 pour la production de gaz et du débit de production de métabolites pour le métabolisme. 

Logiquement, le débit du nombre de copies semble plus influencé par le TSH. En effet, l’essai 2 h / 100 g/L 

présente le débit de copies du gène le plus élevé malgré un DAS intermédiaire (3,3 sur une échelle de 1 à 

7 g/L/h). 

La figure 87 présente l’évolution des populations microbiennes en sortie du BRM, prélevées dans la boucle 

recirculation en fonction des paramètres d’alimentation du BRM. 
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Figure 87 : Variations de l’abondance absolue i.e. du débit des espèces bactériennes dans le fermentât en fonction des paramètres 
d’alimentation en filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs autoclavé du BRM (comparaison avec le filtrat non autoclavé et le substrat 
modèle). 

A TSH = 6 h, les consortia dans le fermentât sont assez similaires en termes de débit, notamment en ce qui 

concerne le nombre de copies du gène associé au genre Clostridium (environ 80 millions de copies du 

gène/µL/h, figure 87). Dans ces conditions, il semblerait que l’augmentation de la productivité en H2 associée 

à l’augmentation de la concentration en biomasse serait liée à une prolifération des bactéries retenues dans 

la calandre i.e. celles qui sont fixées sur les fibres ou qui sédimentent au fond du réacteur et qui ne sont donc 

pas détectables dans la recirculation.  

A TSH = 6 h, on note des variations dans le consortium fermentaire par rapport à TSH = 4 h, avec le 

doublement du nombre de copies de gènes par heure (sauf pour Acinetobacter sp. en rose). Cette 

augmentation dans l’effluent peut être liée à deux phénomènes : d’une part l’augmentation du DAS a permis 

un développement bactérien plus important dans la calandre et d’autre part, la diminution du TSH modifie 

les conditions hydrodynamiques avec un débit de circulation plus rapide dans le réacteur, ce qui diminue les 

capacités de rétention de bactéries du BRM et contribue à la mise en suspension i.e. au lessivage d’un plus 

grand nombre de bactéries. Notons également que le débit des bactéries dépend de la concentration en 

biomasse dans la solution d’alimentation, ce qui était moins prononcée dans le cas à TSH = 6 h. A TSH 

équivalent, plus la concentration en biomasse (représentée par le DAS) augmente, plus la quantité de 

bactéries est importante. L’évacuation des bactéries hors du bioréacteur n’impacte pas significativement la 

productivité en H2, ce qui signifie que le débit de bactéries extraites est inférieur au temps de génération des 

bactéries, mettant en évidence à cette valeur de TSH, la probable quasi absence de phénomène de lessivage. 
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A TSH = 2 h, les données de la qPCR montrent que la quantité de bactéries dans la recirculation continue 

d’augmenter par rapport aux tests à TSH plus long mais de façon moindre et non proportionnelle (figure 13a). 

En effet, entre un TSH de 6h et 4h, la quantité est doublée alors qu’entre un TSH de 4 h et 2 h, elle n’est 

augmentée que de 17 %. La productivité en H2 de ce test est la plus faible, cela met en évidence un lessivage 

des bactéries productrices d’H2 impactant leurs capacités à produire. Le taux de croissance des bactéries dans 

la calandre est sans doute inférieur au taux de renouvellement du milieu. Le lessivage est également confirmé 

en comparant le séquençage des consortia du test 2 h / 100 g/L aux autres tests à DAS « équivalent » dans 

lesquels le débit des bactéries dans la recirculation est plus faible.  

De façon intéressante, on observe qu’à charge en biomasse constante, l’abondance absolue (qPCR) et le débit 

des bactéries du genre Clostridium est inversement proportionnelle au TSH. 

L’augmentation du DAS par la réduction du TSH permet le développement d’une quantité plus importante 

de bactéries en suspension dans le milieu. Cette information est à double tranchant puisqu’elle signifie à la 

fois qu’il y a une augmentation de la quantité de bactéries productrices d’H2 en suspension dans le milieu 

réactionnel, augmentation qui peut potentiellement être associée à un phénomène de lessivage plus 

important des bactéries dans le cas où la croissance bactérienne ne peut être maintenue dans le bioréacteur. 

Les données de la qPCR ont permis de mettre en évidence que quand le TSH est supérieur au temps de 

génération des populations microbiennes, les bactéries sont lessivées et la production d’H2 est impactée 

(TSH = 2 h). 

 Discussion 

Dans la littérature, peu d’études observent les variations des consortia bactériens en fonction des paramètres 

d’alimentation du bioréacteur. 

Nos observations sont assez proches de celles de Davila-Vazquez et al. (2009) et Santiago et al. (2019) qui 

étudient les performances fermentaires de leur système en fonction du TSH en CSTR et en réacteur batch en 

mode d’alimentation séquentielle. De manière cohérente avec leur production d’H2, les bactéries du genre 

Clostridium sont majoritaires aux TSH favorables à la production d’H2. A l’inverse quand le TSH entraîne la 

réduction de la production d’H2 à cause du lessivage des consortia ou d’une surcharge en substrat, les auteurs 

notent une diminution de l’abondance des Clostridium associée à un métabolisme moins favorable à la 

production d’H2 (production de lactate et de propionate). 

L’étude de Chang et al. (2008) montre que l’augmentation du DAS lié à la réduction du TSH peut induire une 

sélection parmi les communautés bactériennes. Dans leur étude avec des mélasses riches en glutamate, la 

réduction du TSH sélectionne des bactéries adaptées au substrat (Acidaminococcus) au détriment des 

Clostridium qui consomment le glutamate moins efficacement. Un phénomène semblable a lieu dans notre 

étude avec la bactérie C. acetobutylicum qui est inhibée à DAS et à concentration en biomasse élevée. De 
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même, avec une biomasse lignocellulosique hydrolysée (paille de blé), Liu et al. (2014) obtiennent un 

consortium très favorable à la production d’H2. La réduction du TSH de 8 h à 4 h favorise, dans leur étude, 

l’émergence d’une bactérie hydrolytique d’où une amélioration significative de la productivité et du 

rendement en H2 entre ces deux TSH (facteur 3). Dans notre cas, on note aussi l’émergence de Ruminococcus, 

un genre de bactéries associé à une activité hydrolytique (Chatellard, 2016), mais le rendement n’est pas 

amélioré pour autant. 

L’une des spécificités de notre étude est la coexistence entre bactéries lactiques et Clostridium. La présence 

des bactéries lactiques et le rôle du lactate dans la fermentation est au cœur des discussions dans les études 

qui alimentent des bioréacteurs en mode continu avec des biomasses réelles (Arellano-García et al., 2021 ; 

García-Depraect et al., 2020 ; Mariakakis et al., 2012 ; Palomo-Briones et al., 2021). Des bactéries lactiques 

ont été identifiées dans des systèmes fermentaires stables et pourraient être à l’origine d’interactions 

positives avec les bactéries productrices d’H2. Ohnishi et al. (2012) et García-Depraect et León-Becerril (2018) 

suggèrent une symbiose entre les bactéries lactiques et les bactéries productrices d’H2 dont le bénéfice sur 

la production d’H2 dépendrait du TSH. A TSH long (i.e. supérieur à 24 h), la fermentation lactique pourrait 

inhiber la production d’H2 notamment par la capacité des bactéries lactiques à produire des bactériocines 

comme suggérée au chapitre 4 et par Noike et al. (2002). A TSH plus court, les bactéries lactiques pourraient 

avoir une action bénéfique pour la production d’H2 à savoir, détoxifier le milieu en O2 (Hung et al., 2011a). 

De plus, le lactate produit par ces bactéries peut également servir de substrat pour la production d’H2 

(chapitre 3) et les bactéries lactiques pourraient jouer un rôle dans la formation des agrégats et granules 

productrices d’H2 (Hung et al., 2011b). Ce résultat est également confirmé par Palomo-Briones et al. (2017), 

en CSTR, avec du lactose comme substrat : les temps de séjour inférieurs à 12 h permettent d’enrichir le 

consortium en bactéries productrices d’H2 aux dépens des bactéries lactiques et d’orienter le métabolisme 

vers les voies productrices d’H2. Dans notre étude, nous avons observé que le développement de bactéries 

lactiques dans le fermentât est favorisé quand le BRM est alimenté avec un filtrat très pauvre en sucres (1,2 

g/L), ce qui est aussi cohérent avec l’étude de Park et al. (2018). Avec l’hydrolysat d’ensilage de maïs 

l’abondance des bactéries lactiques est plus faible (environ 20 % d’abondance) et semble diminuer avec 

l’augmentation du DAS. 

 Conclusion 

Le séquençage des consortia bactériens présents en sortie de réacteur dans la boucle de recirculation du 

BRM a mis en évidence la présence de Clostridium en abondance coexistant avec des bactéries lactiques. La 

réduction du TSH et conséquemment l’augmentation du DAS ont permis, dans la plupart des cas, 

d’augmenter l’abondance relative et le débit des bactéries productrices d’H2 dans le fermentât. L’analyse du 

nombre de copies de gènes mise en relation avec les productions de gaz et de métabolites ont permis de 

mettre en évidence le lessivage des bactéries de la calandre à TSH = 2 h. Ce travail renforce la certitude 
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qu’une connaissance fine et un ajustement judicieux des paramètres d’alimentation du bioréacteur sont 

nécessaires pour obtenir une productivité en H2 élevée et stable avec l’existence d’un optimum. 

En effet, dans la littérature, il a été montré que dans les systèmes à faible DAS, la fermentation obscure peut 

être concurrencée à la fois par la fermentation lactique et par la méthanogenèse (à TSH très longs 24 – 48 h) ; 

à l’inverse, pour des TSH courts, le risque de lessivage des bactéries prédomine. Dans notre étude, le lessivage 

est très faible pour les temps de séjour supérieur à 2 h. Le suivi en temps réel de la quantité de bactéries 

dans la recirculation pourrait être un indicateur efficace pour déterminer quand et à partir de quel TSH le 

bioréacteur subit un lessivage, d’autant plus que le TSH associé au lessivage pourrait dépendre de la nature 

du substrat qui influe sur le taux de croissance des bactéries. 

6. Analyse des corrélations  

Les paramètres d’alimentation du BRM impactent étroitement les performances de production d’H2 du BRM. 

Sur l’ensemble des fermentations dont nous disposons, une analyse en composantes principales (ACP) basée 

sur les corrélations de Pearson avec des données normalisées est effectuée pour identifier des corrélations 

entre les paramètres d’alimentation et les variables fermentaires (productions de gaz, métabolites et 

composition du consortium bactérien (Clostridium et bactéries lactiques du fermentât, qualitatif et 

quantitatif (qPCR)). La figure 88 présente l’ACP obtenue.  

 

Figure 88 : Analyse en composantes principales (ACP) des différentes variables et paramètres d’alimentation lors de la 
fermentation obscure d’hydrolysat d’ensilage de maïs en BRM. 
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Les deux composantes F1 et F2 de l’ACP présentées sur la figure 88 expliquent plus de 70 % de la variabilité 

des données. 

L’ACP fait apparaître un cluster de variables corrélées positivement selon l’axe horizontal parmi lesquelles on 

trouve les variables relatives à la consommation des sucres, le DAS, la production d’éthanol, la productivité 

en H2, la production de butyrate, la concentration en métabolites et la teneur en sucres initiale. La corrélation 

entre productivité en H2 et production de butyrate souligne une nouvelle fois le rôle fondamental de la voie 

du butyrate dans la production d’H2. Ce cluster de corrélations montre le lien entre l’augmentation de la 

teneur en sucres dans le milieu réactionnel et l’intensification du métabolisme des consortia bactériens, ce 

qui se traduit par l’augmentation de la production de gaz et de métabolites tels que le butyrate et l’éthanol. 

De manière remarquable, la production d’éthanol est corrélée à la production d’H2, ce qui n’était pas le cas 

dans le chapitre 3. Cependant, cette corrélation peut être la conséquence de l’accumulation de métabolites 

dans le milieu réactionnel (Amador-Noguez et al., 2011 ; Saady, 2013 ; Yoo, 2016) qui par ailleurs augmente 

avec le DAS et la productivité en H2. 

Notons que le rendement est corrélé négativement avec le DAS. Ainsi, un compromis doit être trouvé entre 

un DAS important qui favorise des productivités élevées en H2 et le rendement de conversion des sucres en 

H2 qui est élevé à DAS faible. Plusieurs facteurs pourraient expliquer la diminution du rendement en H2 

consécutivement à l’augmentation du DAS : inhibition des consortia bactériens par le substrat, 

dégénérescence des bactéries (Liu et al., 2019), changement de communautés bactériennes dans la calandre 

et récalcitrance du substrat limitant son utilisation à DAS élevé et donc à TSH faible. Enfin, le substrat n’a pas 

le temps d’être hydrolysé et métabolisé au cours de son passage dans le module membranaire expliquant 

notamment la différence de productivité en H2 en réacteur semi-batch et en BRM. 

Selon l’axe vertical, l’abondance des bactéries Clostridium est corrélée positivement avec le rapport molaire 

H2/CO2 et les données de la qPCR. Cette corrélation est intéressante puisqu’elle permet de montrer un lien 

entre la qualité du gaz fermentaire et la qualité du consortium bactérien (i.e. l’abondance des Clostridium 

dans le fermentât). Ces variables sont corrélées négativement au TSH, ce qui suggère que la réduction du 

TSH augmente l’abondance des Clostridium dans le fermentât, favorise la présence de bactéries dans le 

fermentât, stimulant la croissance bactérienne et améliore la qualité du gaz fermentaire. Ces variables sont 

aussi corrélées négativement à des variables qui ne sont pas associées à la production d’H2. La corrélation 

négative entre l’abondance des bactéries lactiques et des Clostridia est logique puisque ces deux types de 

bactéries sont les espèces majoritaires dans le fermentât. Les bactéries lactiques ne produisent pas d’H2 d’où 

une corrélation négative avec le rapport molaire H2/CO2. Les bactéries lactiques sont associées à la 

production d’acétate par homoacétogenèse ; ainsi, ces bactéries pourraient être à l’origine d’une production 

d’acétate sans coproduction d’H2 (métabolisme hétérofermentaire) ou pourraient stimuler les voies de 
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l’homoacétogenèse des Clostridium par l’induction d’un stress (bactériocines), ce qui a été déjà montré pour 

la solvantogénèse (Megret et al., 2015 ; Noike et al., 2002). Enfin la corrélation positive entre le TSH, la 

production d’acétate par homoacétogenèse et les bactéries lactiques montre que l’allongement du TSH 

favorise la compétition entre bactéries lactiques et Clostridium dans le fermentât, ce qui a été montré sur 

des biomasses différentes : des vinasses (García-Depraect et León-Becerril, 2018), du lactose (Palomo-

Briones et al., 2017) et du glycérol (Silva-Illanes et al., 2017). 

Enfin, notons que le débit de production d’acétate et de consommation du lactate ne sont pas représentés 

de manière satisfaisante selon les dimensions choisies pour l’ACP (faible distance par rapport au centre), ce 

qui signifierait que ces variables ne semblent pas corrélées aux paramètres d’alimentation du BRM et n’ont 

pas d’effet significatif sur les performances de la fermentation. 

7. Positionnement par rapport à la littérature 

Les performances de production d’H2 de cette étude sont présentées dans le tableau 52 et comparées à celles 

de la littérature relative à la bioproduction d’H2 en réacteur en mode continu à partir de biomasses 

lignocellulosiques ou contenant de l’amidon.  

Parmi les études de la littérature, une seule utilise une source de carbone non prétraitée (de l’amidon) 

puisque cette biomasse est facilement fermentescible (Arooj et al., 2008). Les autres études utilisent des 

substrats plus complexes (paille de graminées ou bagasse de végétaux) et mettent en œuvre des 

prétraitements pour hydrolyser la biomasse et favoriser la solubilisation des sucres. Trois types de 

prétraitements interviennent : l’hydrolyse enzymatique, l’hydrolyse acide, les prétraitements 

hydrothermiques. Plusieurs prétraitements peuvent être combinés pour améliorer l’hydrolyse de la 

biomasse. Parmi les systèmes de fermentation continue mis en œuvre pour fermenter ces hydrolysats, le 

CSTR est le réacteur le plus utilisé ; viennent ensuite les réacteurs à flux ascendant (lit de boues et BRM L/G 

(notre réacteur)) et les réacteurs à lit fixe et à flux descendant (réacteurs à ruissellement). Le TSH est le 

paramètre d’alimentation qui a été le plus étudié pour l’optimisation de la production d’H2, celui-ci variant 

de 72 h, selon les travaux. On remarque que les différents TSH et les charges en substrat testés ne sont pas 

spécifiques à un type de réacteur en particulier. 

 

  



 Chapitre 8 

264 
 

Tableau 52 : Production d’hydrogène en continu à partir de biomasse hydrolysée. 

Substrat Réacteur Paramètres 
DAS 

(gDCO/L/h) 

Productivité 

(LH2/L/j) 

Rendement 

(molH2/molsucres ajoutées) 
Référence 

Sans prétraitement        

Amidon CSTR 4 - 18 h 1,0 - 5,0 1,5 - 5,6 0,20 - 0,92 Arooj et al. (2008) 

Hydrolyse enzymatique      

Amidon CSTR 2 - 12 h 2,5 - 5,0 18 - 36 1,5 - 2,3 Chen et al. (2008) 

Bagasse d’agave CSTR 
Bioréacteur à lit fixe et 
flux descendant 

6 h 
4 - 6 h 

1,6 
2,2 

2,0 
2,5 - 3, 5 

1,35 
0,80 - 1,53 

Contreras-Dávila et 
al. (2017) 

Paille de blé Réacteur continu à 
alimentation 
séquentielle 

6 -24 h 0,5 - 2,0 2,3 - 5,5 1,5 - 1,9 Zhao et al. (2014) 

Paille de maïs CSTR 42 h - 62 h N.D. 3,9 - 4,8 1,6 - 1,9 Zhao et al. (2013) 

Hydrolyse acide      

Paille d’avoine Bioréacteur à lit fixe et 
flux descendant 

6 - 24 h 
1,2 - 35 gDCO/L 

0,05 - 5,9 0,6 - 2,0 0,4 - 2,9  
molH2/molsucres consommées 

Arriaga et al. (2011) 

Paille de riz CSTR à recirculation 4 - 8 h 2,5 - 5 5,5 - 16,3 0,72 - 1,02 Liu et al. (2014) 

Paille de riz Réacteur à lit de boue 4 - 20 h 1,25 0,4 – 3,6 0,03 - 2,1 
mmolH2/gDCO consommé 

Tawfik et Salem 
(2014) 

Prétraitements hydrothermiques      

Paille de blé CSTR 
Réacteur à lit de boue 
Réacteur à filtre 

72 h 
24 h 
24 h 

0,05 
0,15 
0,15 

0,21 
0,82 
0,59 

1,41 
1,59 
0,95 

Kongjan et al. (2010) 

Ensilage de maïs BRM (L/G) 2 - 6 h 
17 - 42 gDCO/L 

2,9 - 12,0 3,5 - 8,7 0,12 - 1,33 
2,6 - 0,3 mmolH2/gDCO 

Cette étude 

Prétraitement combiné (hydrolyse acide + enzymatique) 
    

Sorgho doux CSTR 32 h 
Nutriments 

N.D.  0,9 -2,6 1,42 – 2,02 Boonsayompoo et 
Reungsang (2013) 

Paille d’avoine Bioréacteur à lit fixe et 
flux descendant 

5 h  0,4 0,6 2,3 Arreola-Vargas et al. 
(2015) 

Paille de blé CSTR 6,7 h 3,0 5,2 2,08 Pawar et al. (2013) 

N. D. : non déterminé 

L’hydrolyse enzymatique est un prétraitement qui permet d’obtenir des substrats de bonne qualité car 

fermentés avec des rendements élevés en hydrogène (0,8 à 2,3 molH2/molsucres ajoutées). Nonobstant ce 

métabolisme favorable à la production d’H2, les productivités en H2 sont assez faibles car limitées par des 

DAS faibles, à l’exception de celles relevées par Chen et al. (2008) qui s’échelonnent de 18 à 36 LH2/L/j avec 

une souche pure de Clostridium butyricum. Cette étude est remarquable car des productivités en H2 très 

importantes sont obtenues à faibles TSH et ce malgré le lessivage potentiel des bactéries. Les performances 

et le substrat de cette étude sont proches des conditions de fermentation en substrat modèle présentées au 

chapitre V (Anburajan et al., 2017 ; Park et al., 2018b ; Pugazhendhi et al., 2017). Les fermentations qui 

utilisent des substrats obtenus par hydrolyse acide présentent des rendements assez variables. 

L’optimisation du TSH permet d’atteindre des valeurs de rendement élevées 2,9 molH2/molsucres consommées pour 

Arriaga et al. (2011) qui hydrolysent de la paille d’avoine avec du HCl (2 %) à chaud (90°C). A titre indicatif, le 

rendement maximal de conversion des sucres consommés en H2 s’élève à 2,05 molH2/molsucres consommées  
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(6 h / 100 g/L), dans notre étude. Une hydrolyse en condition acide concentré (6,67 et 55 % d’H2SO4 

volume/volume) à basse température (40°C) permet à Liu et al. (2014) d’obtenir des productivités en H2 très 

élevées montrant l’efficacité de leur dispositif de fermentation à DAS élevé. A notre connaissance, une seule 

étude a utilisé une biomasse lignocellulosique hydrolysée par prétraitement hydrothermal. Notre étude 

obtient des rendements en H2 assez proches et des productivités en H2 supérieures à ceux de Kongjan et al. 

(2010). Toujours dans la littérature, notons que les prétraitements combinés permettent d’obtenir de bons 

rendements grâce à la mise en œuvre d’un prétraitement d’hydrolyse enzymatique. Parmi ces travaux, seule 

l’étude de Pawar et al. (2013) présente une productivité en H2 comparable à la nôtre par fermentation de 

l’hydrolysat de paille de blé par une culture pure de Clostridium saccharolyticus en chémostat. 

Cette revue de la littérature montre l’importance d’un prétraitement efficace pour favoriser l’accès des 

bactéries à un substrat métabolisable et obtenir des rendements en H2 associés à des productivités élevées. 

Pour ce faire, le prétraitement d’hydrolyse enzymatique semble le plus favorable malgré le coût des enzymes 

et la mise en place de conditions favorables à l’activité des enzymes (utilisation de tampons, pH et 

températures spécifiques). Notre étude a permis d’obtenir des rendements en H2 tout à fait comparables aux 

substrats préparés par hydrolyse acide ou hydrothermale avec des productivités qui sont parmi les plus 

importantes de la littérature présentée (Tableau 52). Le point fort de notre technologie (BRM L/G) se situe 

au niveau de la quantité importante de charge organique traitée (jusqu’à 12 gDCO/L/h), permettant d’obtenir 

des productivités en H2 élevée au regard des autres études. En effet, seule notre étude propose une 

fermentation avec un taux de charge en biomasse supérieure à 10 gDCO/L/h, les autres études proposent des 

taux de charge inférieurs.  

Plus spécifiquement sur les BRM, peu d’études ont mis en œuvre des biomasses réelles pour la production 

d’H2 en continu. Les performances de ces études sont présentées dans le tableau 53.  

Tableau 53 : Production d’hydrogène continue à partir de biomasses réelles en BRM 

Configuration Membranes Biomasse TSH 
(h) 

DAS 
(kgsucres/m3/h) 

Productivité  
(LH2/kgsucres/j) 

Référence 

Ex situ 
L/L 

Fibres creuses Okara (pulpe de 
soja) hydrolysée  

4 4,6 45 Kim et al., 2011 

Ex situ 
L/L 

Module plat, PE Déchets 
alimentaires 

10,5 1,7 25 Lee et al., 2014 

Ex situ 
L/L 

Fibres creuses de 
microfiltration en 
PVDF  

Paille de blé  Fed batch 
(20 g/L) 

8 - 10 Trad et al., 2015 

In situ  
L/G 

Fibres creuses 
PTFE 

Effluents 
viticoles 

8 1,4 17 Données du 
laboratoire  

In situ  
L/G 

Fibres creuses 
PTFE 

Ensilage de maïs 
hydrolysé 

4 - 6 1,1 - 8,3 13 - 27  Cette étude  
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La plupart des études en BRM privilégient la configuration de séparation liquide/liquide ex situ. Le système 

utilisé est un CSTR relié à un module de filtration situé sur une boucle externe. Dans la littérature, notre 

laboratoire est le seul à utiliser la configuration de séparation liquide / gaz pour une production d’H2 en 

continu. Ce dispositif présente la particularité de ne pas comporter de système d’agitation du milieu 

réactionnel autre que la circulation de l’alimentation et la recirculation du fermentât, et de travailler sans ré 

ensemencement du bioréacteur. 

Les productivités en H2 obtenues avec le BRM en configuration séparation liquide/gaz sont du même ordre 

de grandeur que celles des autres biomasses ou que d’autres configurations. L’optimisation de l’hydrolyse 

de la biomasse et des paramètres d’alimentation ont permis d’égaler les performances de production d’H2 

obtenues au laboratoire avec un substrat riche en sucres provenant de la filière vitivinicole (Clion, 2016a; 

Renaudie, 2019) ou à partir de déchets alimentaires (Lee et al., 2014). L’étude de Kim et al. (2011) présente 

des productivités en H2 près de deux fois supérieures aux autres études, ce qui peut être expliqué par les 

gains de rendement observés lors de la fermentation en conditions thermophiles (60°C). En termes de charge 

de biomasse traitée (i.e. de DAS), notre étude se situe également dans la fourchette haute. Notons que notre 

TSH optimal (3 h) est proche de l’optimum déterminé par Kim et al. (2011). Les auteurs de cette étude 

notaient également une inhibition significative de la productivité en H2 à TSH = 2 h, ce qui souligne le défi 

d’alimenter des BRM à TSH très faibles à partir de biomasses réelles par rapport à un substrat modèle. 

Pour ce faire, le couplage d’un BRM à séparation liquide/gaz avec un bioréacteur à séparation liquide/liquide 

pourrait permettre de réduire à nouveau le TSH en augmentant la concentration en biomasse dans le milieu. 

Pour améliorer la rétention des bactéries, la solution la plus simple serait d’utiliser le réacteur à surface de 

membrane doublée présenté au chapitre 5. L’augmentation de la surface permet à la fois d’accroître la 

surface de développement des bactéries et l’extraction des gaz du milieu réactionnel. 

Ainsi, ce travail contribue à la mise en place et à l’optimisation d’un système pour la production d'hydrogène 

continue à productivité élevée, à fort taux de rétention de bactéries et capable de fonctionner avec des débits 

élevés de charges organiques. A l’échelle industrielle et dans le cadre de l’intégration de la fermentation 

obscure dans la filière valorisation énergétique de l’ensilage de maïs, un tel dispositif pourrait être d’une 

grande valeur en raison de sa capacité à traiter rapidement des charges organiques élevées à faible TSH. 

8. Analyse technico-économique de la valorisation énergétique de l’ensilage de 

maïs par voie fermentaire 

Dans la perspective de l’intégration de la fermentation dans une filière de valorisation énergétique ou dans 

un système de bioraffinerie, il est nécessaire de s’intéresser à la valorisation des co-produits de la 

fermentation obscure pour améliorer la rentabilité énergétique et économique du procédé. 
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Dans cette partie, le potentiel de production d’H2 des résidus de filtration des hydrolysats d’ensilage de maïs 

sera testé en réacteur semi batch. Nous tenterons ensuite d’estimer le potentiel méthane des fermentâts du 

BRM pour calculer le potentiel énergétique global de la fermentation obscure en BRM couplée à la digestion 

anaérobie. Enfin, nous comparerons les différentes filières de valorisation des co-produits de la fermentation 

obscure pour déterminer la voie la plus rentable pour une application industrielle. 

8.1. Valorisation des résidus solides issus de la préparation des 

solutions d’alimentation du BRM 

Le potentiel de production d’H2 des résidus obtenus lors de la préparation de solutions d’alimentation pour 

le BRM sont testés en réacteur semi batch (71,6 grésidu/L) avec l’inoculum bactérien présenté au chapitre VII. 

La figure 89 présente le comparatif des productions cumulées d’H2 et des métabolites produits en réacteur 

semi batch à partir des résidus récupérés lors de la filtration de la solution d’alimentation aux 

3 concentrations (100 – 200 - 300 gbiomasse/L) pour le BRM. Les paramètres de performance de production et 

les paramètres de l’équation de Gompertz sont dans le tableau 54. 

 

Figure 89 : Production cumulée d’H2 (a) et de métabolites (b) lors de la fermentation des résidus solides de l’hydrolyse de l’ensilage 
de maïs en réacteur en mode semi-batch. Les barres d’erreur rendent compte de la variabilité (n = 2). 

Tableau 54 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure des 
solutions d’alimentation du BRM testées en réacteur semi-batch. 

Résidu 
d’hydrolysat 

Matières 
sèches 

Rendement Production Productivité max Rapport  
H2/CO2 

 % LH2/kgMS résidu mLH2/Lbioréacteur mLH2/L/h 

100 g/L 23,0 ± 0,1 % 43 706 81,1 0,92 

200 g/L 23,4 ± 0,1 % 50 ± 1 849 ± 2 98 ± 6 0,88 ± 0,02 

300 g/L 23,8 ± 0,1 % 50 838 104 0,93 
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Tout d’abord, notons que le taux de matières sèches des résidus présente un faible écart-type, ce qui montre 

une reproductibilité certaine de l’étape d’essorage manuel du résidu au cours de la préparation des solutions 

d’alimentation (chapitre II). Par rapport à la biomasse initiale, on note une perte de matières sèches d’environ 

8 % (31,4 % de matières sèches présentes dans l’ensilage de maïs du lot 2).  

Les potentiels de production des résidus des hydrolysats à 200 g/L et 300 g/L sont bien répétables en termes 

de rendement de production (50 LH2/kgMS), ce qui représente environ 48 % du potentiel de production d’H2 

de l’ensilage de maïs broyé et congelé par fermentation endogène. Les productivités maximales en H2 

obtenues sont 3 fois inférieures à celle de la biomasse broyée et congelée mais restent intéressantes tout 

comme le rapport molaire H2/CO2 qui est proche de 1. 

Les tests de fermentation présentent des métabolismes fermentaires assez similaires en termes de 

métabolites produits. On note une consommation d’acide lactique lors de la fermentation du résidu 

d’hydrolysat à 300 g/L, signifiant que la totalité du lactate n’a pas été extraite lors du trempage précédant la 

filtration de l’hydrolysat.  

Ainsi, les résidus solides issus de la préparation de la solution d’alimentation du BRM sont valorisables 

énergétiquement au regard des productions d’H2 substantielles (50 LH2/kgMS de résidu) obtenues à l’issue de la 

fermentation obscure. 

Dans la perspective d’intégration de la fermentation dans un système d’économie circulaire, il serait 

intéressant d’évaluer des voies de valorisation alternative à la valorisation énergétique par méthanisation 

pour le résidu d’hydrolyse. Des tests de caractérisation des fractions biochimiques du résidu pourraient être 

effectués de manière à déterminer si celui-ci présente un intérêt pour l’alimentation animale : amélioration 

de la digestibilité tout en conservant l’appétence de la matière végétale pour les animaux. Une autre voie de 

valorisation serait l’utilisation du résidu d’hydrolysat dans le domaine des matériaux composites agrosourcés. 

8.2. Valorisation énergétique du digestat 

 Estimation du potentiel méthane du digestat  

A partir des données de production de métabolites présentées au cours des parties précédentes 

(paragraphes 3 et 4) et de leur composition en atomes de carbone (32 gDCO/mol), hydrogène (8 gDCO/mol), 

azote (-24 gDCO/mol), oxygène (-16 gDCO/mol), phosphore (48 gDCO/mol) et souffre (48 gDCO/mol), les débits de 

DCO théorique générés par les fermentâts sont calculés. Ces valeurs sont utilisées pour estimer le potentiel 

méthanogène théorique des fermentâts avec une marge de 10 % (PM90) (équation 8.4) (Escudie et Cresson, 

2017).  

𝑃𝑀90 =  0,9 × 0,35 𝐿𝐶𝐻4/𝑔𝐷𝐶𝑂 (Eq. 8.4) 
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La figure 90 présente le débit de DCO calculé des fermentâts et le PM90 associé. 

 

Figure 90 : Débit de DCO calculé sortant du BRM lors de la fermentation obscure d'ensilage de maïs hydrolysé et 

potentiel méthane théorique (PM90) associé. 

D’après l’analyse du bilan massique de la DCO (données non présentées), les co-produits de la fermentation 

représentent entre 48 % et 88 % de la DCO de la solution d’alimentation (17,1 - 23,9 - 41,7 gDCO/L), en fonction 

des conditions d’alimentation dans le BRM (100 - 200 - 300 gbiomasse/L). Ce constat est également effectué par 

Silva-Illanes et al. (2017) dont les métabolites représentent entre 55 % et 85 % de la DCO de la solution 

d’alimentation (12 gDCO/L), ce qui signifie qu’une partie des métabolites n’a pas été détectée lors de l’analyse. 

Par exemple, pour les tests de fermentation avec une solution d’alimentation à 100 g/L, l’écart de DCO 

s’explique en partie par une différence importante entre la DCO calculée et la DCO mesurée 

expérimentalement du substrat : 10 gDCO/L et 17,1 gDCO/L, respectivement. 

D’après la Figure 90, on observe que le débit de la DCO augmente avec la réduction du TSH et est maximal 

pour le test 2 h /200 g/L qui génère un potentiel méthane théorique de 2,7 LCH4/Lfermentât/h soit 

5,4 LCH4/Lfermentât. 

 Optimisation du BRM en fonction du potentiel énergétique  

Avec les données calculées dans la partie précédente, nous pouvons estimer la production d’énergie de la 

solution d’alimentation par fermentation obscure et du fermentât par digestion anaérobie. Cette production 

d’énergie peut être optimisée à la fois sur des critères de rendement ou de productivité en énergie et permet 

de répondre aux questions suivantes :  

 à partir d’une tonne de matières sèches, quelles conditions d’alimentation permettent de maximiser 

la production d’énergie globale ? 
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 en une journée et avec un réacteur d’1 m3, quelles conditions d’alimentation permettent de 

maximiser la production d’énergie globale ? 

Le tableau 55 présente les paramètres optimaux d’alimentation en rendement et productivité en hydrogène 

pour la production énergétique calculée à partir du pouvoir calorifique de H2 et CH4. 

Tableau 55 : Paramètres d'alimentation permettant d'optimiser la production énergétique du filtrat d'hydrolysat 
d'ensilage de maïs 

Paramètre Production d’H2 Production de CH4 Energie 

6 h / 200 g/L 19 m3
H2/tMS 107 m3

CH4/tMS 1,25 kWh/tMS 

2 h / 200 g/L 4 m3
H2/m3/j 65 m3

CH4/m3/j 0,72 kWh/m3/j 

 

On remarque que les conditions optimales sont obtenues avec la solution d’alimentation à 200 g/L. Cette 

solution d’alimentation permet d’atteindre des productivités élevées en H2 avec un rendement énergétique 

correct (paragraphe 3.1). Un TSH de 6 h est favorable à l’optimisation du rendement en H2 et un TSH court 

(2 h), dont la conversion des sucres au cours de la fermentation est limitée en BRM, permet de générer de 

grands volumes d’effluents avec un bon potentiel méthanogène théorique, ce qui maximise la productivité 

énergétique journalière. Ainsi, dans notre étude, la capacité de production d’énergie estimée de l’ensilage 

de maïs est de 1,25 kWh/tMS et la productivité maximale s’élève à 0,72 kWh/m3/j. 

Des travaux similaires ont été effectués par Vo et al. (2019) qui testent l’effet du TSH sur une fermentation 

en deux étapes avec un réacteur unique (compartiment de production d’H2 et de production de méthane) à 

partir de déchets alimentaires. Ils trouvent que le TSH est crucial pour le processus fermentaire : 

l’augmentation de la charge organique par réduction du TSH à 2 h permet de stimuler l’activité des bactéries 

productrices d’H2, ce qui se traduit par un enrichissement du consortium fermentaire en Firmicutes. De 

manière intéressante, l’analyse des productions de gaz globales montre que la production d’H2 par unité de 

volume de réacteur est 3 fois supérieure à la production de méthane. La production de méthane journalière 

est toutefois plus importante que celle d’H2 en raison du plus grand volume dédié à la méthanisation (47/3). 

Ces travaux attestent des perspectives intéressantes pour le couplage entre production d’H2 et de CH4. 

 Valorisation de l’ensilage de maïs par procédés discontinus et comparaison 

avec la littérature 

Deux expériences de test du potentiel biométhane (BMP) ont permis de déterminer le potentiel méthane de 

la biomasse brute d’ensilage de maïs et du fermentât après fermentation endogène en mode semi-batch. 

Les résultats obtenus pour la biomasse brute sont de 380,6 NLCH4/kgMS et pour le fermentât de la biomasse 

entière de 330,6 NLCH4/kgMS. Ces résultats sont très supérieurs aux estimations de la performance de 

production du filtrat d’hydrolysat d’ensilage de maïs pour une charge initiale de 200 gbiomasse/L en réacteur 

semi batch (76 NLCH4/kgMS) et en BRM (107 NLCH4/ kgMS). étant donné que la biomasse a été fractionnée en 
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une phase liquide, contenant avant fermentation les solubles et en phase solide correspondant au résidu 

dont le potentiel de production d’hydrogène a été établi à 50 LH2/kMS de résidu) au paragraphe 8.1 et qui 

présenterait un potentiel méthanogène estimé à 294,91 LH2/kMS de résidu (valeur du solide issu du trempage de 

la biomasse broyée non autoclavée) mais non évalué expérimentalement dans cette étude.  

Une analyse de la littérature est effectuée pour situer les voies de valorisation testées d’un point de vue 

énergétique et financier. Les calculs sont effectués sur la base de 10 €/kg pour l’hydrogène et 2 €/kg pour le 

méthane. 

Le tableau 56 présente les bilans énergétiques et financiers des études mettant en œuvre une fermentation 

en deux étapes (fermentation obscure et méthanisation) pour la valorisation énergétique de biomasse 

réelles. 

Tableau 56 : Valorisation énergétique de biomasse par la production d’hydrogène et de méthane par voie 
fermentaire. 

Biomasse Production 
d’H2 

Production 
de CH4 

Energie Recette Référence 

 
(m3

H2/tMS) (m3
CH4/tMS) (GJ/tMS) (€/tMS) 

 

Fraction fermentescible 

des ordures ménagères 

63 576 23,6 836,1 Kvesitadze et al. (2011) 

Fraction fermentescible 

des ordures ménagères 

38,2* 86,5* 3,9* 150,0 Paillet (2017) 

Chair de dattes 292* 212* 11,6* 536,7 Ben Yahmed et al. (2020) 

Pommes de terre 200,4 130 7,3 347,3 Xie et al. (2008) 

Sorgho doux 10,4 107 4,4 154,2 Antonopoulou et al. (2008) 

Ensilage d'herbe 5,6 467 18,6 639,0 Pakarinen et al. (2009) 

Ensilage de maïs 56 309 12,9 467,3 Nkemka et al. (2015) 

Ensilage de maïs 12 112 4,6 162,3 Sträuber et al. (2016) 

Ensilage de maïs 33 128 5,4 201,9 Benito Martin et al. (2017) 

Ensilage de maïs 108 426 18,1 670,5 Rechtebach et Stegmann (2009) 

d'après Monlau et al. (2013) 

Ensilage de maïs - 380 15,1 516,4 Cette étude  

 Entier, semi-batch 80 330 14,0 516,3 

Hydrolysat, semi-batch 82 76 3,9 173,3 

Filtrat d’hydrolysat, BRM 19 107 4,5 161,5 

*valeurs par tonne de solides volatils. 

Le bilan de la valorisation énergétique de la matière organique a été effectué dans la littérature sur plusieurs 

types de biomasse : des déchets ménagers (contenant une fraction lignocellulosique), des biomasses riches 

en sucres provenant de l’alimentation humaine (dattes, pommes de terre) et des biomasses 

lignocellulosiques (sorgho, ensilages). 

L’utilisation des déchets alimentaires prétraités par explosion à « froid » permet d’obtenir le meilleur 

rendement en énergie (23,6 GJ/tMS) (Kvesitadze et al., 2011). En réacteur à l’échelle pilote de 40 L et sans 

prétraitement, Paillet (2017) obtient un rendement nettement plus faible, en partie lié au changement 
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d’échelle mais aussi à la nature de la biomasse. Les biomasses riches en sucres facilement fermentescibles 

(dattes et pommes de terre) se distinguent des autres études par le rendement important de la fermentation 

obscure en H2, supérieur au rendement de la digestion anaérobie en CH4 par tonne de matières sèches. 

Parmi les biomasses ensilées, Pakarinen et al. (2009) et Rechtebach et Stegmann (2009) obtiennent les 

meilleurs rendements énergétiques avec respectivement de l’ensilage d’herbe (18,6 GJ/tMS) et de maïs 

(18,1 GJ/tMS) en réacteur batch. Notons que dans notre cas - fermentation endogène de l’ensilage de maïs 

sans aucun traitement ni intrant chimique - le rendement énergétique est légèrement inférieur mais proche 

(14,0 GJ/tMS). Notons également que le potentiel méthane initial de l’ensilage d’herbe de Pakarinen et al. 

(2009) est supérieur au potentiel méthane de notre ensilage de maïs (18,6 et 15,1 GJ/tMS). Les autres études 

mettant en œuvre l’ensilage de maïs en procédés mésophiles continus ou semi-continus obtiennent des 

rendements énergétiques plus faibles (Benito Martin et al., 2017 ; Nkemka et al., 2015 ; Sträuber et al., 2016).  

Avec notre ensilage de maïs, le rendement énergétique maximal est obtenu par digestion anaérobie 

(15,1 GJ/tMS), cette valeur est assez élevée par rapport aux autres études et surtout très proche du bilan 

énergétique par production d’hydrogène puis de méthane (à partir du fermentât). Le couplage fermentation 

obscure et digestion anaérobie est rentable d’un point de vue financier par rapport à la digestion anaérobie 

seule. Le rendement énergétique estimé de l’hydrolysat seul représente entre 26 et 30 % du rendement total 

énergétique de la biomasse, ce qui signifie sans doute que le résidu d’hydrolyse (non testé et qui contient 

70 % de la MS) permettra d’obtenir potentiellement une production de méthane importante. 

Enfin, notons que Kvesitadze et al. (2011) et Pakarinen et al. (2009) observent une augmentation du potentiel 

biométhane après fermentation obscure, ce qui n’est pas le cas dans notre étude où la digestion anaérobie 

seule présente un rendement énergétique légèrement plus élevé qu’avec un procédé en deux étapes. Par 

rapport à notre étude où la biomasse est fermentée de manière endogène et en condition mésophile, 

Kvesitadze et al. (2011) et Pakarinen et al. (2009) effectuent leurs essais en fermentation obscure en 

conditions thermophiles, avec un coût énergétique supplémentaire. De plus, Kvesitadze et al. (2011) 

sélectionnent un consortium de bactéries cellulolytiques et saccharolytiques. Dans ces conditions, la 

fermentation obscure est à la fois une étape de production d’énergie et une étape de prétraitement de la 

biomasse avant la digestion anaérobie, ce qui permettrait d’expliquer les gains de rendement en CH4 

consécutifs à la fermentation obscure.  

Ainsi, au terme de cette partie, il apparaît que le couplage de la fermentation obscure à la digestion anaérobie 

soit une bonne option pour co-produire de l’hydrogène et du méthane ; les conditions thermophiles 

permettraient encore d’améliorer le rendement énergétique de l’ensilage de maïs. On pourra noter que si 

l’on cumule la production d’hydrogène de l’hydrolysat et du résidu (fermentation en réacteur semi-batch), 

soit au total : 51,3 m3
H2/tMS de biomasse initiale, le rendement énergétique peut atteindre 4 GJ/tMS sans tenir compte 

du fermentât du résidu, qui a sans doute un potentiel énergétique élevé. 
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8.3. Valorisation des acides : estimation de la valeur du fermentât 

Une autre voie possible pour la valorisation du digestat est le fractionnement et la purification des acides 

organiques volatils. Connaissant les compositions des fermentâts et les prix d’achat en gros (Bastidas-

Oyanedel et al., 2015) (tableau 57), nous pouvons calculer la valeur du fermentât du BRM. Le tableau 57 

expose le prix de vente des principales molécules produites lors de la fermentation obscure en BRM. 

Tableau 57 : Prix de vente en gros (€/t) des principales molécules produites au cours de la fermentation obscure, d'après 
Bastidas-Oyanedel et al. (2015). Taux de conversion : 1 € = 0,89 $. Le CO2 n’a pas été pris en compte dans cette étude. 

€/tonne Limite basse Limite haute 

Propionate 1335 1513 

Formiate 845,5 1068 

Lactate 890 1869 

Ethanol 712 1780 

Butyrate 1780 2225 

Acétate 356 712 

H2  10 000 

 

L’H2 est la molécule la plus rentable par unité de masse avec un prix de 10 000 €/t. Concernant les acides 

organiques, le butyrate a le prix de vente le plus élevé et est un produit majoritaire de la fermentation 

obscure. En effet, tout au long de ce travail, nous avons montré que le métabolisme fermentaire est basé sur 

la production d’H2 par la voie du butyrate. Le propionate a un prix de vente intéressant mais est peu produit 

lors de la fermentation obscure. Notons que l’éthanol et le lactate ont des prix très fluctuants selon les 

sources consultées par Bastidas-Oyanedel et al. (2015). 

Le tableau 58 présente la composition en métabolites des fermentâts permettant de générer le plus de 

métabolites en terme de rendement (par tonne de matières sèches d’ensilage de maïs) et de productivité 

journalière ainsi que les paramètres d’alimentation du BRM associés. 

Tableau 58 : Composition des fermentâts et revenus estimés de la valorisation des métabolites générés. 

Molécule 6h / 200 gL 4h / 300gL 

 (kgAGV/tMS) (kgAGV/m3/j) 

Propionate 14,7 2,2 
Formiate 15,2 8,3 
Lactate 41,6 30,4 
Ethanol 8,1 3,0 
Butyrate 74,3 26,0 
Acétate 53,7 13,6 

Revenu total  241 - 349 €/tMS 97 - 149 €/m3/j 
(dont H2) (17,5 €/tMS) (8,2 €/m3/j) 

 

Une fois de plus, la fermentation en BRM de la solution d’alimentation à 200 g/L à un TSH de 6 h permet de 

maximiser la production de métabolites et le prix de revient associé. En termes de productivité, le test de 

fermentation 4 h / 300 g/L est le plus intéressant avec un revenu estimé entre 97 à 149 €/m3/j (tableau 58). 
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La comparaison avec le tableau 56 montre que le fractionnement des acides serait théoriquement plus 

intéressant d’un point de vue économique que la méthanisation du fermentât, en supposant que les coûts 

d’exploitation (CAPEX et OPEX) soient équivalents. 

La récupération et le fractionnement des acides est une voie intéressante pour la valorisation du fermentâts 

car, d’après nos estimations, elle serait plus lucrative que la voie de valorisation énergétique. De plus, la 

revue de la littérature de Bastidas-Oyanedel et al. (2015) montre qu’une réelle demande en acides gras 

volatils et alcools existe et que le marché mondial de certaines de ces molécules (éthanol, acétate, 

propionate, lactate) représente plus de 100 000 t/an. De plus, la production d’acides organiques et leur 

fractionnement semblent être une technologie en cours d’industrialisation par la société AFYREN, qui produit 

des acides gras volatils par voie fermentaire à partir de biomasse non alimentaire (AFYREN, 2021). En plus de 

générer potentiellement une source de revenus supplémentaires, le fractionnement des acides permet de 

substituer les molécules issues de la chimie conventionnelle par des molécules biosourcées et justifie 

pleinement l’association fermentation obscure et bio raffinage. 

9. Conclusion 

Grâce au travail entrepris au chapitre VII, nous avons identifié une méthode de préparation d’une solution 

d’alimentation pour le BRM. Celle-ci est préparée à partir d'ensilage de maïs prétraité par autoclave et mis 

en solution dans de l’eau. L’objectif de ce chapitre a été d’optimiser le fonctionnement du BRM alimenté à 

partir de cette solution d’alimentation en jouant sur les paramètres d’alimentation (TSH et concentration en 

biomasse dans la solution d’alimentation). 

Le premier résultat montre que la production d'H2 à partir de filtrat d'hydrolysat d'ensilage de maïs est 

réalisable à la fois en réacteur semi batch et en BRM en mode de fonctionnement continu. Le métabolisme 

des consortia bactériens au cours de ces fermentations est caractéristique de ce qui a été observé tout au 

long de ce travail de recherche avec l’ensilage de maïs : une production d’H2 majoritairement issue de la voie 

du butyrate et une consommation importante mais partielle des sucres et du lactate présents dans la solution 

d’alimentation. Dans le milieu réactionnel, une majorité de bactéries productrices appartenant au genre 

Clostridium (C. butyricum et C. acetobutylicum) ont été identifiées ainsi que des bactéries lactiques du genre 

Lactobacillus et Lactococcus. Ces populations sont relativement différentes de celles identifiées lors de la 

fermentation du substrat modèle (Clostridium butyricum et Ethanoligenens sp.) et indiquent que dans les 

conditions testées i.e. sans réensemencement, la nature du substrat impacte étroitement la flore bactérienne 

du BRM. 

Les tests d’optimisation des paramètres d’alimentation ont mis en évidence un TSH optimal compris entre 

3 et 4 h pour la productivité en H2 du réacteur. A TSH plus long, la productivité est limitée par l’apport en 

sucres et, à faible TSH, la productivité est limitée par le lessivage des bactéries, révélé par les données 

microbiologiques. L’augmentation de la concentration en biomasse permet aussi d’améliorer la production 
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d’H2 avec un effet plus marqué que celui du TSH. Notons que nous n’avons pas atteint la teneur en biomasse 

dans l’alimentation qui inhiberait la production d’H2. L’optimisation de ces deux paramètres a permis 

d’atteindre des taux de production d'H2 élevés (8,7 LH2/L/j pour une teneur en biomasse de 300 gbiomasse/L 

dans la solution d’alimentation). 

Par ailleurs, à TSH non lessivant (i.e. supérieurs à 2 h), le DAS est le paramètre clé pour la production d’H2. 

De manière remarquable, l’augmentation du DAS a un triple sur la fermentation :  

 augmentation de la productivité en H2  

 amélioration du métabolisme fermentaire (production de butyrate plus importante et réduction de 

l’activité des voies non productrices d’H2)  

 augmentation de la quantité de bactéries productrices d’H2 à la fois d’un point de vue qualitatif et 

quantitatif.  

L’analyse des corrélations a aussi révélé que le DAS et le rendement de production d’hydrogène sont corrélés 

négativement avec le rendement de conversion des sucres en H2. Ainsi, l’ajustement du DAS via les 

paramètres d’alimentation du BRM permettra de produire de l’H2 en fonction des objectifs et des contraintes 

opérationnelles (optimisation du rendement ou de la productivité en H2). 

Le plan d’expériences a montré que le BRM est capable de fermenter des quantités importantes de biomasse 

lignocellulosique hydrolysée avec des temps de séjours faibles (jusqu’à 240 kgDCO/m3/j). De plus, la 

consommation partielle des sucres des solutions d’alimentation et la production d'acides (acétate et 

butyrate) rendent le fermentât du BRM tout à fait approprié pour une valorisation énergétique ultérieure 

telle que la production de méthane ou l'intégration dans un système d'économie circulaire basé sur la 

biomasse.  

Ce travail a donné quelques éléments pour la valorisation du fermentât par différentes voies. Dans la 

perspective de l’intégration de la production d’hydrogène dans un procédé de valorisation énergétique, il 

serait intéressant de mesurer le potentiel de chaque fermentât pour d’autres procédés de valorisation 

possibles en aval (photofermentation, méthanisation, électrofermentation) afin de déterminer les 

paramètres d’alimentation du BRM qui maximiseraient le rendement global de la filière de valorisation 

énergétique de l’ensilage de maïs.  
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Conclusion et perspectives 

La première partie de ce travail a montré la possibilité de produire de l’H2 par voie fermentaire endogène à 

partir de deux biomasses ensilées, l’ensilage de maïs et l’ensilage de seigle, soulignant l’émergence de 

bactéries productrices d’H2 présentes dans la flore des ensilages riches en bactéries lactiques. L’étude de 

l’ensilage de maïs a mis en évidence la présence de plusieurs substrats dans la biomasse (monosaccharides, 

sucres hydrolysés, lactate), qui sont successivement métabolisés et d’une hydrolyse qui se produit in situ 

dans le bioréacteur fermentaire. La consommation de ces différents substrats impacte le métabolisme global 

de la fermentation obscure et les consortia bactériens producteurs d’H2. L’étude sur l’ajout de lactate au 

milieu réactionnel confirme ce constat. En effet, selon la teneur ajoutée en lactate dans le milieu réactionnel, 

des variations du métabolisme et des consortia sont observées avec notamment une augmentation de la 

production de butyrate et de l’abondance en Clostridia. Nous avons montré que la conversion 

hydrogénogène du lactate en butyrate fait également intervenir l’acétate comme co-substrat, ce qui est en 

accord avec les données de la littérature.  

La deuxième partie de ce manuscrit a évalué l’impact de l’exposition à l’air sur le potentiel de production 

d’H2 de la biomasse. Ces phénomènes d’aération interviennent lors du stockage de la biomasse (dégradation 

aérobie de la biomasse) ou lors de la mise en œuvre de la biomasse en bioréacteur (aération forcée). 

La dégradation aérobie de l'ensilage de maïs lors de son stockage a été reproduite en laboratoire. La 

production d’H2 de la biomasse par fermentation endogène a été augmentée de 94 % pendant les 

140 premiers jours de stockage (de 22,5 LH2/kgMS à 43,7 LH2/kgMS). Malgré une flore avant fermentation 

fortement dominée par des bactéries lactiques, les travaux ont montré à nouveau l’émergence d’une flore 

bactérienne productrice d’H2 dominée par les bactéries du genre Clostridium. Il a également été mis en 

évidence qu’au-delà de 140 jours, les productions étaient plus faibles en raison de la prolifération de levures, 

champignons et autres microorganismes hydrolytiques. Par ailleurs, les effets de l’aération de l’ensilage de 

maïs (stabilisé par congélation) sur la production d’H2 ont été confirmés par un test d’aération forcée, qui a 

permis d’améliorer la production d’H2 de 40 % soit de 29,1 LH2/kgMS à 40,6 LH2/kgMS grâce à un meilleur 

métabolisme avec un consortium fermentaire riche en bactéries productrices d’H2 (Clostridium, Enterococcus, 

Enterobacteriaceae et absence de la bactérie hydrogénotrophe Clostridium ljungdahlii). Ainsi, en moins de 

24 h d’aération forcée, nous obtenons une biomasse avec des caractéristiques de production d’hydrogène 

proches de celle stockée à 140 jours. 

D’un point de vue applicatif, la fermentation obscure pourrait être une voie de valorisation de biomasses 

ensilées qui auraient subi une dégradation aérobie involontaire. L’exposition à l’air de la biomasse et de sa 

flore endogène améliore en effet le métabolisme de fermentation obscure et augmente la quantité 

d’hydrogène produit.  
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Une autre stratégie pour augmenter la production d’H2 de la biomasse a été explorée : l’utilisation de 

prétraitements visant à améliorer la quantité d’éléments fermentescibles dans la biomasse. Ces essais 

comportaient un double objectif : caractériser les variations du métabolisme fermentaire consécutives aux 

prétraitements et obtenir une solution de substrat liquide pour alimenter le bioréacteur membranaire.  

Le broyage de la biomasse d’ensilage a permis la conservation de la flore endogène et s’est avéré pertinent 

pour améliorer la production d’H2 à partir d’ensilage de maïs. A l’issue de la fermentation, un consortium 

riche en bactéries productrices d’H2 (majoritairement Clostridium butyricum et Clostridium intestinale), 

associé à un métabolisme favorable à la production d’H2 (production d’H2 par la voie du butyrate, faible 

production d’acétate par la voie de l’homoacétogenèse) a été obtenu, montrant une amélioration globale 

de la fermentation consécutivement au broyage avec une augmentation de la production d’hydrogène de 

88 % (de 27 LH2/kgMS à 55 LH2/kgMS) à 167 % (de 38 LH2/kgMS à 104 LH2/kgMS) selon la modalité de stockage de 

la biomasse (congélation ou stockage à 4°C). Les résultats établis sur l’ensilage de seigle ont permis de 

montrer un impact limité du broyage testé (de 28 LH2/kgMS à 32 LH2/kgMS), mettant en évidence la non 

nécessité de ce type de traitement pour cette biomasse. Par ailleurs, le broyage a intensifié l’extraction des 

sucres par trempage sur la biomasse d’ensilage de maïs, ce qui a permis l’obtention d’une solution 

contenant une partie importante (85 %) du potentiel H2 de la biomasse totale. La mise en œuvre de ces 

solutions en BRM a donné lieu à des productivités maximales en H2 de l’ordre de 1,2 LH2/L/j améliorables, ce 

qui a motivé l’utilisation de prétraitements d’hydrolyse plus sévères.  

Les prétraitements d’explosion à la vapeur et d’autoclavage ont été explorés avec une démarche de plan 

d’expériences avec l’ensilage de maïs en fermentation exogène (ensemencement avec un inoculum issu d’un 

fermentât de la biomasse) ; la flore endogène ayant été inhibée par le prétraitement. Les meilleures 

conditions d’hydrolyse de la biomasse (140°C autoclave, 60 min, H2SO4 et 170°C explosion à vapeur, 10 min, 

H2SO4) ont donné lieu à des augmentations significatives de la production d’H2 : +31 % pour l’explosion à la 

vapeur (de 90 LH2/kgMS à 119 LH2/kgMS) et +61 % pour l’autoclavage (140°C, 60 min) de 90 LH2/kgMS à 

147 LH2/kgMS soit 154 LH2/kgMV. Ces tests de fermentation ont mis en évidence des variations de métabolisme 

par rapport aux tests de référence ainsi que d’abondance des microorganismes fermentaires (abondance de 

Clostridium butyricum doublée pendant la fermentation de la biomasse prétraitée) en réponse à l’hydrolyse 

des polysaccharides, à la dégradation des sucres monomériques et à la libération des composés de la lignine 

dans le milieu réactionnel. Expérimentalement, la libération des sucres lors du prétraitement se traduit par 

une augmentation de la productivité maximale en H2 (jusqu’à 463 mLH2/L/h) par rapport aux tests avec la 

biomasse non prétraitée (278 mLH2/L/h). Par rapport aux tests de fermentation par voie endogène, les 

productions en H2 obtenues avec la biomasse non prétraitée et inoculée sont légèrement plus faibles 

(99 contre 91 LH2/kgMS) malgré un rapport molaire B/A identique (1,15). Dans les conditions optimales 

d’explosion à la vapeur, le prétraitement permet un gain de production et de productivité maximale en H2 

de 20 % par rapport à l’ensilage de maïs fermenté par voie endogène. 
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Les solutions liquides (filtrats) obtenues à partir de ces prétraitements ont été également testées par voie 

exogène pour les productions d’H2. Celles-ci contenaient des teneurs en sucres variables en fonction des 

températures d’hydrolyse et, dans les conditions d’hydrolyse optimale, le potentiel hydrogène de la phase 

liquide était quasi équivalent à celui de la biomasse totale. Des rendements de conversion de sucres en H2 

remarquables (jusqu’à 2,9 molH2/molsucres) ont été obtenus lors de la fermentation de ces solutions 

comparativement à ceux du substrat modèle (glucose, 1,6 molH2/molsucres).  

Ainsi, au terme de cette étude, nous avons pu montrer que les consortia fermentaires qui émergent au cours 

de la fermentation de biomasses ensilées peuvent servir de source de bactéries productrices d’H2 pour 

inoculer une biomasse hydrolysée à haute température (ensemencement). Dans les conditions testées, 

l’explosion à la vapeur s’est avérée très efficace pour solubiliser les sucres dans la phase liquide, ce qui 

s’illustre par des rendements de conversion des sucres en H2 élevés qui soulignent la fermentescibilité de la 

biomasse prétraitée et le métabolisme efficace des bactéries. Lors de la fermentation de la biomasse entière 

(filtrat + résidu), le prétraitement d’autoclavage à 140°C pendant 60 min (acide) a permis des gains de 

production en H2 plus élevés que le prétraitement d’explosion à la vapeur. Ainsi, pour alimenter le BRM, le 

prétraitement d’hydrolyse en autoclave a été sélectionné.  

En préambule des tests avec l’hydrolysat d’ensilage de maïs, une étude a été conduite pour améliorer le 

fonctionnement du BRM alimenté avec du substrat modèle. L’augmentation du débit d’alimentation en 

substrat (1,4 - 4,7 gglucose/L/h) par réduction du temps de séjour (de 10 h à 3 h) a stimulé la productivité en H2 

du BRM (12,9 LH2/L/j). Lors du fonctionnement à DAS important (> 2,3 gglucose/L/h), nous avons observé qu’une 

partie des gaz était évacuée par la sortie des liquides. Pour récupérer ces gaz, un extracteur liquide/gaz a été 

mise en place ex situ et un BRM à surface de fibres doublée (0,49 m2) a été testé pour améliorer l’extraction 

des gaz in situ (+42 %). Ces deux stratégies mises en œuvre simultanément ont augmenté la productivité en 

H2 de 97 % (16,2 LH2/L/j) et le rendement de conversion des sucres en H2 de 121 % 

(1,22 molH2/molsubstrat ajouté). Enfin, le test avec une solution modèle de substrat ensilé, composé uniquement 

de glucose et de lactate, a montré l’effet positif de la présence du lactate dans la solution d’alimentation sur 

la productivité du BRM. L’ensemble de ces résultats préliminaires ont été déterminants dans la perspective 

d’alimenter le BRM avec des biomasses ensilées.  

Enfin, le plan d’expériences conduit sur le bioréacteur membranaire a montré la potentialité de l'hydrolysat 

d’ensilage de maïs issu du traitement d’autoclavage comme substrat pour une fermentation en mode continu 

dans un BRM avec une productivité en H2 optimale à TSH = 4 h (8,6 LH2/L/j). La concentration de biomasse 

dans l'hydrolysat a été identifiée comme un paramètre clé pour augmenter la productivité d'H2. De manière 

cohérente avec le test glucose/lactate, l'analyse des métabolites révèle une conversion du lactate pendant 

la fermentation (jusqu’à 70 %). La consommation incomplète des sucres solubles (de 50 à 87 %) dans le 

processus et la production d'acides (acétate et butyrate) rendent l'effluent du BRM intéressant pour une 
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valorisation énergétique par couplage avec un autre bioprocédé (méthanisation par exemple). Enfin, 

d’autres prétraitements d’hydrolyse de la biomasse pourraient être testés pour améliorer la digestibilité de 

l’effluent.  

 

A l’issue de ce travail, des perspectives ont été identifiées pour potentiellement approfondir la production 

d’H2 à partir de biomasses ensilées.  

1. Effet du processus d’ensilage sur la fermentation obscure par voie endogène 

Une étude plus approfondie pourrait être menée afin d’examiner l’effet du temps d’ensilage sur le potentiel 

de production d’hydrogène de la biomasse. Dans un premier temps, des tests de fermentation de maïs non 

ensilé pourraient être conduits afin d’évaluer l’impact du processus d’ensilage sur le potentiel de production 

H2 de la biomasse. Ces expériences, effectuées avec une biomasse dépourvue d’acide lactique, permettront 

de comparer les voies métaboliques par lesquelles la plante de maïs brute et l’ensilage sont fermentés, afin 

de faire le lien avec les expériences sur l’ajout de lactate. En outre, des analyses biochimiques sur la biomasse 

permettront de déterminer si : 

(i) la conversion préalable du sucre en acide lactique améliore le potentiel de production H2 ? 

(ii) la biomasse est dégradée par des phénomènes d’hydrolyse au cours du processus d’ensilage ?  

D’un point de vue microbiologique, le séquençage des consortia permettra d’examiner si : 

(iii) la flore épiphyte de la plante de maïs est plus favorable à la production d’H2  

(iv) la prolifération de bactéries lactiques permet d’inhiber des bactéries non productrices d’H2 . 

Par ailleurs, comme l’utilisation de bactéries lactiques a été bien documentée dans la littérature sur 

l’ensilage, il serait intéressant de déterminer si l’intensification de la fermentation lactique, bénéfique à la 

stabilité du silo, impacte positivement le potentiel de production d’H2 de la biomasse. L’effet sur la 

fermentation obscure d’autres additifs pour l’ensilage, déjà utilisés dans le monde agricole, pourrait être 

testé : acides organiques (acide propionique, formique), produits azotés (ammoniac ou urée) et/ou enzymes 

hydrolytiques.  

2. Le couple inoculum/substrat : moteur de la fermentation par voie exogène ?  

D’un point de vue microbiologique, le doublement du rendement en H2 avec la biomasse hydrolysée que 

nous avons montré par rapport au substrat modèle, pour une teneur en sucres équivalente, atteste de 

l’efficacité d’une biomasse alliant inoculum bactérien et substrat. 

Un travail de recherche pourrait être effectué pour approfondir les liens entre l’inoculum bactérien, la nature 

de la biomasse et ses caractéristiques en termes de biodisponibilité du substrat. Cette étude impliquerait un 

travail de criblage d’inocula bactériens de provenances variées sur différentes catégories de biomasse (riches 
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en protéines, ensilées, lignocellulosiques, riches en sucres) et le développement de méthodes de 

transplantation de microbiotes, c’est-à-dire de stérilisation de la biomasse sans altérer sa structure (Wang et 

al., 2020) et de réensemencement.  

Une autre stratégie consisterait à étudier si le métabolisme lors du prélèvement de l’inoculum bactérien 

(production d’H2, consommation de lactate, solvantogenèse et acétogenèse en fin de fermentation) impacte 

la production d’H2 ou le métabolisme fermentaire.  

3. Analyse du cycle de vie et des coûts des prétraitements de la biomasse  

Les prétraitements ouvrent des perspectives intéressantes en termes de gains de production d’H2. 

L’intensification des prétraitements pourrait s’effectuer via l’optimisation de la granulométrie de la biomasse 

ou par un couplage avec un traitement enzymatique en simultanée avec la fermentation. L’effet du 

prétraitement sur la production d’H2 pourrait être évalué en parallèle de son coût énergétique et de son 

impact environnemental, mesuré par une analyse de cycle de vie ; ces données étant essentielles dans 

l’équation de l’industrialisation du procédé de bioproduction d’H2. 

4. L’avenir du BRM : effet de la surface des fibres, modélisation et montée en échelle / passage à 

l’échelle pilote 

Les travaux menés sur le BRM ont permis des gains importants de productivité en H2. Le module à surface de 

fibres doublée est très prometteur et son domaine de fonctionnement nécessite d’être déterminé 

notamment à charge organique élevée et à TSH faible par une stratégie de plan d’expériences.  

En parallèle, des travaux de modélisation de la dynamique des fluides seraient nécessaires pour étudier l’effet 

du TSH sur le fonctionnement du BRM et pour déterminer l’impact du taux de recirculation des liquides qui 

maximiserait l’utilisation du substrat. Un mode de fonctionnement à fort taux de recirculation des liquides, 

comme les réacteurs à lit de boues expansées, serait à envisager dans la perspective d’augmenter la charge 

de biomasse traitée par le BRM et d’homogénéiser le milieu réactionnel. Les données acquises au cours du 

plan d’expériences pourraient servir de base à un travail de modélisation du métabolisme microbien dans le 

BRM.  

Pris ensemble, ces deux modèles permettraient de décrire les effets des paramètres d’alimentation sur le 

fonctionnement du BRM tant d’un point de vue métabolique qu’hydrodynamique. Ces connaissances 

pourraient contribuer à optimiser le pilotage du réacteur et apporter des éléments scientifiques cruciaux 

pour le dimensionnement d’un démonstrateur de la technologie BRM. Cette montée en échelle permettrait 

d’augmenter le volume de la quantité journalière de biomasse traitée par le réacteur et d’envisager un 

couplage à des installations de méthanisation. 

5. Intégration de la bioproduction d’hydrogène dans l’économie circulaire 

La fermentation aboutit à plusieurs co-produits biosourcés trouvant des applications dans de nombreux 

domaines : production de carburants, plasturgie, industrie de la chimie ou pouvant être valorisés 
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énergétiquement. Ce travail a donné des éléments pour la valorisation des co-produits de la fermentation 

obscure (fermentât du BRM et résidu d’hydrolyse). 

(i) Quelles pistes pour la valorisation du fermentât ? 

Dans la perspective de l’intégration de la production d’hydrogène dans un procédé de valorisation 

énergétique, il serait intéressant de mesurer le potentiel de chaque fermentât pour les procédés de 

valorisation en aval (photofermentation, électrofermentation, méthanisation) afin de déterminer les 

paramètres d’alimentation du BRM et de prétraitement de la biomasse, qui maximisent le rendement global 

de la filière de valorisation énergétique de l’ensilage de maïs. Le couplage avec la photofermentation ou 

l’électrofermentation permettrait d’augmenter le rendement maximal in vivo de conversion de la matière 

organique en H2, de 4 à 12 molH2/molsucres. Enfin, l’utilisation de réacteurs à faibles volumes mais à taux de 

charge important pour la fermentation obscure tel que nous le développons permettrait de réduire les coûts 

d’installation de cette technologie et de favoriser le couplage avec la méthanisation.  

(ii) Quelles pistes pour la valorisation du résidu ?  

Une étude spécifique pourrait être également consacrée à la valorisation du résidu solide d’hydrolyse par 

méthanisation. Notons que l’utilisation de l’ensilage de maïs traité par explosion à la vapeur pour 

l’alimentation animale a été envisagée d’après Williams et al. (1995), ce qui pourrait également constituer 

une piste de valorisation du résidu d’hydrolyse de par sa bonne digestibilité (Zhao et al., 2018). Parmi les 

autres pistes de valorisation du solide, une seconde explosion à la vapeur pourrait être envisagée à une 

température supérieure à 220°C, comme le proposent Söderström et al. (2002) avec du bois tendre, pour 

dégrader la cellulose et améliorer sa digestibilité par les bactéries productrices d’H2. Un couplage entre 

l’explosion à la vapeur et une hydrolyse enzymatique du résidu pourrait être entrepris pour obtenir une 

production d’hydrogène, qui peut multiplier par deux le rendement global en H2 de la biomasse après 

valorisation du potentiel de production H2 du résidu tel qu’observé par Datar et al. (2007) et Pan et al. (2011). 

Le résidu solide mis en œuvre en photofermentation est également une possibilité permettant un rendement 

global amélioré tout comme Yang et al. (2010) l’ont montré avec des rafles de maïs avec 738 L/kgMV 

équivalent à un rendement global de 6,6 molH2/molglucose. 

Ces perspectives concernent de nombreux aspects du procédé : le stockage de la biomasse, son 

prétraitement, sa fermentation par un consortium bactérien, la valorisation des co-produits fermentaires et 

le design des bioréacteurs, pour lesquels nous avons déjà dans cette thèse pu poser des jalons solides. Elles 

montrent encore l’ampleur des connaissances à acquérir sur le procédé de fermentation obscure pour une 

montée en échelle permettant d’accéder à une phase d’industrialisation à moyen terme. 
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Annexe 1 : Potentiel de production d’hydrogène en fermentation endogène des 

biomasses fraîches 

Les tests de production d’H2 sont effectués par fermentation en bioréacteur agité semi-batch à 37°C à partir 

de 50 g de biomasse fraîche (c’est-à-dire réceptionnée et stockée à 4°C) et sans inoculum (fermentation 

endogène).  

Une première série d’expériences a été réalisée dans l’objectif d’évaluer le potentiel H2 des biomasses sans 

prétraitement ni inoculation exogène. 

1.1 Fermentation d’ensilage de maïs frais en réacteur semi-batch (lot 1) 

La figure 91 représente l’évolution du débit de production d’H2 ainsi que les concentrations en métabolites 

dans le milieu fermentaire au cours du temps. 

 

Figure 91 : Evolution du débit de production d’H2 en mL/min (a) et de la concentration en métabolites dans le fermentât (b) au cours 
de la fermentation endogène d’ensilage de maïs (lot 1). Les barres d’erreurs représentent la variabilité de la teneur en métabolites 
pour les réplicats 1 et 2. 

Pendant la fermentation, l’H2 et le dioxyde de carbone sont les seuls gaz détectés en sortie du bioréacteur. 

Une production d’H2 de 535 ± 2 mLH2/Lbioréacteur est obtenue (tableau 59). 

Le profil de production obtenu est caractéristique : une phase d’environ 8 heures sans production d’H2 

correspondant à une phase de latence ; suivie d’un pic de production d’intensité variable selon les réplicats 

(maximum de 0,39 à 0,58 mL/min), atteint au bout d’une dizaine d’heures de fermentation ; puis, une phase 

avec un débit moyen (0,3 à 0,4 mL/min) pendant une dizaine d’heures suivie d’une baisse et d’une dernière 

phase de production à faible débit. La fin de la production est atteinte au bout de 48 heures (figure 91a). 
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De par l’hétérogénéité de l’ensilage de maïs et au vu du profil de débit de production d’H2, la biomasse 

semble constituée de plusieurs substrats. Chaque phase pourrait correspondre à l’utilisation d’un substrat 

suivant des voies métaboliques qui sont propres à différentes bactéries, donnant des productions et 

productivités de gaz plus ou moins importantes. La première phase de production est caractérisée par une 

activité métabolique importante des consortia qui se traduit par l’augmentation du débit d’H2 ; une fois le 

substrat épuisé, le débit de production d’H2 diminue et il s’en suit une phase d’adaptation à un autre substrat. 

Afin de vérifier cette hypothèse, les sucres solubles dans le milieu ainsi que les populations bactériennes 

doivent être analysés au cours de la fermentation. 

Malgré les différences de cinétique observées : premier pic et phases de productions suivantes d’intensités 

variables, le volume d’H2 produit est reproductible (tableau 59). 

En ce qui concerne les métabolites (figure 91b), pendant la phase de latence, une très légère augmentation 

des concentrations en lactate et en acétate est observée. Celle-ci peut être attribuée à une solubilisation des 

métabolites sous l’effet de l’agitation. Entre 8 h et 24 h de fermentation, la production d’H2 s’accompagne 

de la consommation de la totalité du lactate présent initialement dans le milieu réactionn el, d’une 

production importante de butyrate (+11,5 mM) et dans une moindre mesure d’acétate (+5,9 mM), d’éthanol 

(+2,9 mM) et de traces de formiate, de succinate et de propionate. Entre 24 h et 48 h, les débits de production 

d’H2 diminuent ainsi que la production de butyrate (+6,0 mM) au profit de celle de l’acétate (+34,5 mM) 

potentiellement issue de l’acétogénèse. Des produits de la solvantogénèse (éthanol) et des voies 

consommatrices d’H2 (propionate) sont analysés. 

La production d’acétate est très importante en comparaison de la production d’H2, ce qui laisse penser que 

cette production d’acétate s’effectue sans coproduction majeure d’H2, c’est-à-dire soit par des bactéries 

hydrogénotrophes via la voie de l’homoacétogénèse (Eq A.1), soit par la voie de l’acétogenèse homo-

fermentaire (Eq A.2) consommant de la matière organique sans coproduction de gaz. Ainsi, il semblerait que 

ce soit la voie du butyrate (Eq A.3) qui contribue le plus à la production d’H2.  

4 𝐻2  +  2 𝐶𝑂2  
 
→ 𝐶𝐻3COOH+ 2 𝐻2𝑂   (𝐸𝑞 𝐴. 1) 

𝐶6𝐻12𝑂6  
 
→ 3 𝐶𝐻3COOH   (𝐸𝑞 𝐴. 2) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2 𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3(𝐶𝐻2)2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐻2 + 2 𝐶𝑂2   (𝐸𝑞 𝐴. 3) 

 

Les résultats des paramètres de performances de production et ceux de l’équation de Gompertz sont 

présentés dans le tableau 59 et montrent que les réplicats 1 et 2 présentent des données très similaires en 

termes de production et rendement en H2, et rapport molaire H2/CO2. 
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Tableau 59 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure de 
l’ensilage de maïs (lot 1) pour deux réplicats. 

 
 

Le rendement en H2 est relativement faible (0,21 molH2/molsucres totaux en comparaison des valeurs obtenues 

généralement dans la littérature à partir d’un substrat modèle (glucose) en fermentation par des cultures 

pures telles que Clostridium beijeirincki (2,8 molH2/molglucose) (Lin et al., 2007) et Enterobacter cloacae 

(3,3 molH2/molglucose) (Nath et al., 2006). Dans les biomasses réelles, tous les sucres ne sont pas accessibles et 

disponibles pour les bactéries hydrogénogènes à la différence des expériences réalisées avec substrats 

modèles, facilement fermentescibles. L’étude de Martinez-Perez et al. (2007) estime le potentiel de l’ensilage 

de maïs à 1,9 molH2/molglucose consommé, un chiffre proche de celui obtenu par Ivanova et al. (2009) et Liu et al. 

(2008) : 1,8 molH2/molglucose lors de la fermentation exogène de feuille de maïs et de cellulose. Par 

fermentation en condition thermophile, Cheng et Liu (2011) produisent de l’H2 avec un rendement de 

1,7 molH2/molglucose à partir d’amidon. D’autres études ciblant des biomasses lignocellulosiques (très souvent 

prétraitées) obtiennent des rendements en H2 compris entre 0,17 et 1,73 molH2/molglucose (Almarsdottir et al., 

2010 ; Levin et al., 2006 ; Liu et Cheng, 2010 ; Liu et Shen, 2004 ; Lo et al., 2010 ; Pattra et al., 2008 ; Toscano 

et al., 2014). Ainsi, le rendement en H2 de l’ensilage de maïs (lot 1) se situe dans la fourchette basse, un 

résultat logique puisque la biomasse est fermentée sans prétraitement, sans inoculum bactérien et sans 

additif nutritionnel. Ce résultat montre que cette biomasse est difficilement fermentescible sans 

prétraitement préalable.  

Le rapport molaire H2/CO2 révèle que le métabolisme de la fermentation obscure s’avère peu favorable à la 

production d’H2, ainsi une valeur de 0,46 (dans notre cas) signifie que seulement 30,5 % des gaz produits est 

de l’H2, ce qui est comparable aux autres études menées sur la biomasse d’ensilage de maïs : Nikolajeva et 

al. (2015) détectent 15 à 21 % d’H2 dans les gaz extraits du bioréacteur et Nkemka et al. (2015) et Manzini et 

al. (2015) en relèvent entre 24,9 et 41,3 %, alors que Kyazze et al. (2008) obtiennent des proportions plus 

élevées (50 % à 65 %). 

1.2 Fermentation d’ensilage de maïs « frais » (lot 2) en réacteur semi-batch  

La production d’H2 par fermentation obscure a été testée en quatre réplicats sur le lot 2 d’ensilage de maïs, 

l’un d’eux présentant une productivité en H2 différente des autres. La figure 92 présente l’évolution du débit 

de production d’H2 et les concentrations en métabolites détectées dans le milieu fermentaire au cours du 

temps. 
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Figure 92 : Evolution du débit de production d’H2 en mL/min (a) et de la concentration en métabolites dans le fermentât (b) au cours 
de la fermentation endogène d’ensilage de maïs (lot 2). Les barres d’erreurs représentent la variabilité de la teneur en métabolites 
pour les réplicats (n=4). 

Après une courte phase de latence (4 h), un pic de production d’H2 est atteint avec un débit maximal variable 

et pouvant atteindre 1,8 mLH2/min. Après ce pic, le débit de production d’H2 diminue progressivement 

excepté pour le réplicat 3 qui présente un débit de production différent avec notamment un double pic de 

production à 10 h et 17 h et un temps de fermentation plus long (45 h), cette différence s’explique par un 

dysfonctionnement sur la régulation de pH modifiant l’évolution du débit de production, mais sans impact 

sur la production totale d’H2 (970 ± 93 mLH2/Lbioréacteur en moyenne sur les 4 réplicats, tableau 60). 

D’un point de vue métabolique, le début de la fermentation est caractérisé par la production d’H2, de CO2, 

d’acétate, de butyrate et par la consommation du lactate. Entre 16 h et 25 h de fermentation, la production 

de butyrate augmente (+4,0 mM) alors que la production d’acétate reste globalement stable (+0,9 mM). 

Pendant cette période, les 7,6 mM de lactate restant dans le milieu réactionnel sont consommées. Notons 

également qu’une partie de la production d’H2 semble avoir été stockée sous forme de formiate (+3,6 mM). 

Après 25h, le débit d’H2 détecté en sortie du bioréacteur est considérablement réduit malgré la 

consommation quasiment totale du formiate (-3,7 mM) et un shift métabolique vers des voies non 

productrices d’H2 semble intervenir : accumulation massive d’acétate (+25,7 mM), production d’éthanol 

(+4,5 mM) par solvantogenèse et production de propionate (+2,0 mM). La production d’acétate pourrait 

s’effectuer par acétogenèse et/ou par homoacétogenèse en utilisant l’H2 et le CO2 produit par la voie du 

butyrate ou par la dégradation du formiate.  

Les résultats des paramètres de performances de production d’H2 et ceux de l’équation de Gompertz sont 

présentés dans le tableau 60 et montrent que les réplicats présentent des données du même ordre de 

grandeur : la production et le rendement en H2 ainsi que pour le rapport molaire H2/CO2.  
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Tableau 60 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de fermentation obscure de l’ensilage 
de maïs lot 2 

 

Les productions d’H2 s’échelonnent de 870 à 1064 mLH2/Lbioréacteur avec un coefficient de variation 9,6 %. Cette 

production équivaut à un rendement moyen de production d’H2 de 46 ± 4 LH2/kgMS et de 

0,47 ± 0,05 molH2/molsucres. La productivité maximale de la biomasse est plus variable (de 86 à 160 mL/L/h) 

explicable potentiellement par des variations lors de l’échantillonnage de la biomasse pour le test de 

fermentation. Le rapport molaire H2/CO2 est de 0,63 ± 0,06, ce qui signifie qu’environ 40 % des gaz produits 

est de l’H2, ce qui est dans le même ordre de grandeur que les valeurs obtenues par Nkemka et al. (2015) et 

Manzini et al. (2015) respectivement 24,9 et 41,3 %. 

1.3 Fermentation d’ensilage de seigle « frais » en réacteur semi-batch  

Un triplicat de fermentation endogène pour tester le potentiel H2 de l’ensilage de seigle (lot 1) a été réalisé 

et un seul pour le lot 2. 

La figure 93 représente l’évolution du débit de production d’H2 pendant la fermentation obscure ainsi que 

les concentrations en métabolites dans le milieu de fermentation au cours du temps pour les deux lots. 

 

Figure 93 : Evolution du débit de production d’H2 en mL/min pour les deux lots d’ensilage de seigle « frais » (a) et de la concentration 
en métabolites et sucres dans le fermentât au cours de la fermentation endogène d’ensilage de seigle frais lot 1 (b) et lot 2 (c). Les 
barres d’erreurs représentent la variabilité de la teneur en métabolites des réplicats 1, 2 et 3.  
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Aucune trace de méthane n’a été détectée au cours de la fermentation d’ensilage de seigle. Seuls l’H2 et le 

dioxyde de carbone ont été produits, de même que pour l'ensilage de maïs. Un volume d’H2 de  

275 ± 2 mLH2/Lbioréacteur est obtenu en moyenne pour le lot 1 et de 237 mLH2/Lbioréacteur pour le lot 2 (tableau 

61). 

La cinétique de production d’H2 à partir de l’ensilage de seigle est constituée d’un pic unique dont le 

maximum est supérieur à 1 mL/min pour le lot 1 et de 0,22 mL/min entre 19 h et 22 h de fermentation pour 

le lot 2. Après ce pic, la production diminue progressivement, la fermentation dure environ 12 heures 

auxquelles il faut ajouter environ 8 h de phase de latence pour le lot 1 alors que pour le lot 2, avec une phase 

de latence similaire (10 h), la production s’étend sur une durée plus longue (20 h) à un débit plus faible pour 

décroître enfin au bout de 35 h. On notera que les profils de débit de production d’H2 présentés pour le lot 1 

sont répétables (figure 93a).  

Initialement pour le lot 1, le milieu de fermentation de l’ensilage de seigle est riche en lactate (10,7 mM) et, 

dans une moindre mesure, en sucres monomériques solubles (glucose et fructose, respectivement 1,2 mM 

et 1,9 mM), en acétate (3,3 mM), en succinate (3,0 mM) et en butyrate (1,4 mM) (figure 93b). Une 

solubilisation des métabolites sous l’effet de l’agitation est observée sur les premières heures d’expérience 

ainsi que la production de formiate (+2,2 mM) et la consommation totale du glucose. La quantité de succinate 

reste stable au cours de la fermentation. À la fin de la fermentation, le glucose et le fructose sont consommés 

en totalité à la différence du lactate et du formiate qui, suivant les réplicats, ne sont consommés que 

partiellement. La production d’H2 est accompagnée de la production de butyrate (+12,6 mM) et d’acétate 

(+11,7 mM), présents en fin de fermentation, en quantité quasi équivalente. Parmi les voies métaboliques 

concurrentes, notons principalement la production d’éthanol (+6,4 mM).  

L’analyse des concentrations en métabolites solubles pour le lot 2 dans le milieu réactionnel initial montre 

une teneur importante en acides : acétate (9,8 mM), lactate (7,3 mM) et butyrate (4,0 mM) avec l’absence 

de glucose et de fructose. La phase de latence se caractérise par une augmentation de la quantité de butyrate 

(+4,4 mM) et de propionate (+1,7 mM) et une consommation le lactate (-5,9 mM) et dans une moindre 

mesure de l’acétate (-0,9 mM) sans la moindre production d’H2 détectée. Ce fait expérimental différencie la 

fermentation du lot 2 d’ensilage de seigle des tests précédents où le lactate semblait plutôt consommé 

pendant la phase de production d’H2. Un shift métabolique semble avoir lieu en fin de fermentation, 

probablement à cause de la consommation de lactate. En effet, les quantités d’acétate et de butyrate 

augmentent (+9,8 mM et +4,5 mM, respectivement) entre 6 h et 50 h. La quantité de propionate augmente 

légèrement (+2,7 mM) et la quantité d’éthanol diminue très légèrement (-0,5 mM).  

Les performances de production d’H2 et les paramètres de l’équation de Gompertz des deux lots d’ensilage 

de maïs sont présentés dans le tableau 61. Ils montrent la bonne reproductibilité de la fermentation du lot 1. 
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Tout comme pour l’ensilage de maïs, un faible rendement en H2 est obtenu pour l’ensilage de seigle 

respectivement 0,33 molH2/molsucres totaux pour le lot 1 et 0,24 molH2/molsucres totaux pour le lot 2. 

Tableau 61 : Performances de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure de 
l’ensilage de seigle (lot 1) 

 

Malgré une production modeste (275 ± 2 mLH2/Lbioréacteur pour le lot 1 et 237 mLH2/Lbioréacteur pour le lot 2) et 

des rendements faibles pour les deux lots en termes de matières sèches (14,4 ± 0,1 LH2/kgMS) et de sucres 

(0,16 ± 0,01 molH2/molsucres pour le lot 1 et 0,17 molH2/molsucres pour le lot 2), la productivité maximale est 

assez élevée pour le lot 1 (en moyenne 98 ± 18 mLH2/L/h) mettant en évidence une cinétique de production 

en réacteur semi-batch rapide alors que la productivité maximale est très faible pour le lot 2 (21 mLH2/L/h). 

Le rapport molaire H2/CO2 proche de 1 témoigne d’un métabolisme orienté vers la production d’H2 pour le 

lot 1 et celui-ci est nettement moins favorable pour le lot 2 avec un rapport molaire H2/CO2 divisé par 2.  

Annexe 2 : Stabilisation de la biomasse d’ensilage de maïs par congélation 

Dans la partie précédente, nous avons mis en évidence les phénomènes pouvant intervenir pendant le 

stockage de la biomasse à l’air et montré leur impact sur la production d’H2 par fermentation endogène. Ce 

fait expérimental souligne donc la nécessité de stabiliser la biomasse pour disposer d’une qualité de biomasse 

et d’un potentiel de production d’H2 répétable dans le temps afin de pouvoir mener des études répétables 

sur l’utilisation de la biomasse. La congélation de la biomasse, qui permet de « figer » la matière 

fermentescible et les bactéries, pourrait offrir de telles garanties.  

En effet, la congélation est un moyen de conservation dont le principe s’appuie sur deux phénomènes : la 

limitation de l’activité de l’eau (eau libre pour la croissance des microorganismes) et la réduction de la 

température à un seuil trop faible pour le développement de microorganismes mésophiles (Speck et Ray, 

1977). La congélation peut également altérer la viabilité des microorganismes et peut réduire la charge 

bactérienne de la biomasse. Deux mécanismes ont été proposés : lors de la congélation, des cristaux de glace 

se forment dans le milieu intracellulaire et peuvent endommager la cellule par l’augmentation de son volume 

ou par l’augmentation de la concentration en sels pendant la phase de formation des cristaux dans le milieu 

intracellulaire induisant un stress osmotique (Stenberg 1998).  

La congélation semble cependant dans notre cas être un bon compromis entre préservation du potentiel de 

production d’H2 de la biomasse et conservation d’une flore endogène. Dans la littérature, d’autres méthodes 
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de stockage de la biomasse sont décrites. Celles-ci visent à maintenir la qualité de la biomasse sans tenir 

compte de la microflore de la biomasse puisque les fermentations sont inoculées à partir de consortia 

exogène. La méthode la plus utilisée pour les biomasses lignocellulosiques obtenues à partir de la plante de 

maïs est le séchage à basse température (< 60°C) qui permet d’éviter les pertes de matières volatiles. Benito 

Martin et al. (2017), Cao et al. (2009), Cheng et al. (2012), Guo et al. (2014) Li et al. (2014) mettent en œuvre 

cette technique avant le broyage de la biomasse et son conditionnement à température ambiante ou à 4°C.  

Ainsi, la congélation peut être considérée comme un prétraitement favorisant les bactéries ayant des 

mécanismes de résistances au stress comme les bactéries sporulantes, parmi lesquelles des bactéries 

productrices d’H2. Les objectifs de cette partie seront de déterminer les effets de la congélation sur la 

stabilisation du potentiel de production d’H2. Pour ce faire, un triplicat de fermentation est réalisé aux 

environs de 100 jours de congélation et est complété par un essai de contrôle après 242 jours de congélation. 

Enfin, les effets de la congélation sur le potentiel de production d’H2, le métabolisme, et les consortia 

fermentaires seront analysés par rapport aux données fermentaires de la biomasse fraîche.  

2.1 Fermentation obscure d’ensilage de maïs congelé 

La figure 94 présente le débit d’H2 produit et la concentration des métabolites dans le milieu au cours de la 

fermentation d’ensilage de maïs congelé. 

  

Figure 94 : Débit d’H2 (a) et concentration en métabolites (b) au cours de la fermentation d’ensilage de maïs congelé (-20°C) pour un 
triplicat à environ 100 jours et pour le test à 242 jours de congélation. Les barres d’erreurs représentent la variabilité sur les 4 
échantillons (n = 4) 

 

Les profils des débits d’H2 extraits du bioréacteur sont similaires entre les réplicats et proches 

qualitativement de la cinétique décrite pour le maïs « frais » (Annexe 1), à savoir, une fermentation de 48 h, 

un pic de production d’H2 initial suivi d’une phase de fermentation découpée en plusieurs étapes. Lors de la 

fermentation d’ensilage de maïs congelé, on note trois phases de production successives qui sont plus 
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marquées que pendant la fermentation de la biomasse « fraîche ». En effet, pour la biomasse congelée, la 

deuxième phase de production (pic entre 20 h et 24 h de fermentation) présente des débits maxima 

équivalents à ceux de la première phase (0,6 - 0,8 mL/min). La troisième phase est également plus marquée 

dans le cas de l’ensilage congelé que pour la biomasse « fraîche ». 

L’analyse des métabolites dans le milieu de fermentation révèle un métabolisme similaire à celui observé 

pour la biomasse « fraîche ». Une augmentation significative de la concentration en butyrate (+13,1 mM) et 

en acétate (+13,2 mM) dans le milieu réactionnel associée à une production d’H2 et à la consommation du 

lactate (totale à partir de 32 h) est observée entre 8 h et 32 h ce qui est pertinent avec les phénomènes 

décrits dans l’annexe 1. Pendant cette période, la teneur en formiate augmente avant de diminuer, la teneur 

en éthanol et en propionate augmente et cette dynamique se poursuit jusqu’à la fin de la fermentation. Enfin, 

on note une concentration élevée en acétate en fin de fermentation (34,1 mM) issue de voies non 

productrices d’H2 et qui démontre une diversification du métabolisme fermentaire en fin d’expérience.  

Le tableau 62 présente les performances de production d’H2 entre les réplicats.  

Tableau 62 : Rendements de la production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure d’ensilage 
de maïs congelé  

 

Les réplicats présentent des valeurs du même ordre de grandeur en termes de productions, de rendements, 

de productivité d’hydrogène et de rapport molaire de gaz produits. Notons toutefois que le potentiel de 

production d’H2 du réplicat à 102 jours de stockage présente des valeurs de performances sensiblement 

supérieures aux trois autres réplicats (rendement supérieur à 33 LH2/kgMS). 

Les valeurs de productions d’H2 obtenues avec la biomasse stockée 242 jours à -20°C sont dans l’ordre de 

grandeur des données du triplicat de fermentation à 100 jours de congélation ce qui montre que la 

congélation a permis de stabiliser la biomasse sur une longue période.  

Ainsi, les 4 essais de fermentation mettant en œuvre de la biomasse d’ensilage de maïs congelée sur une 

période allant de 95 à 242 jours montrent des performances de production d’H2 assez répétables, qui sont 

illustrées par des profils de production de débit d’H2 et des concentrations en métabolites dans le milieu 

réactionnel similaires entre les réplicats.  
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2.2 Effet du stockage de l’ensilage de maïs à -20°C sur la fermentation obscure 

par rapport à la biomasse « fraîche »  

Les performances de production d’H2 obtenues lors de la fermentation d’ensilage de maïs stocké à 

-20°C (95 - 242 jours) sont comparées directement avec les données des fermentations de biomasse 

« fraîche », stockée à 4°C pendant 10 jours.  

La figure 95 illustre la comparaison du potentiel de production d’H2 des biomasses d’ensilage de maïs « frais » 

et congelé.  

 

Figure 95 : Effet de la congélation de la biomasse d’ensilage de maïs sur les caractéristiques de la production d’H2 par fermentation 
obscure endogène : production cumulée d’H2 (a), production de métabolites (b) et composition des consortia fermentaires (c). Les 
barres d’erreurs représentent la variabilité des réplicats (frais, n=2 et congelés, n=4). 

Les fermentations à partir de biomasses « fraîches » et congelées présentent des cinétiques de production 

d’H2 similaires sur les 20 premières heures de fermentation (figure 95a). À partir de cette durée, la production 

d’H2 de la biomasse « fraîche » ralentit alors que celle de la biomasse congelée se maintient permettant une 

production cumulée totale plus importante pour cette dernière.  
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L’analyse des métabolites produits dans le milieu de fermentation (figure 95b) met en évidence un 

métabolisme globalement similaire en fin de fermentation obscure, quelle que soit la température de 

stockage. Notons tout de même l’amélioration du rapport molaire B/A (augmentation de la teneur en 

butyrate couplée à une baisse de la teneur en acétate) et une baisse de la concentration en éthanol lors de 

la fermentation d’ensilage congelé par rapport à la biomasse « fraîche », qui illustre une importante 

réduction de l’acétogenèse et de la solvantogenèse, expliquant certainement en partie l’augmentation du 

potentiel H2.  

Au cours de la fermentation, plusieurs espèces bactériennes ont émergé dans le milieu réactionnel (figure 

95c). Les Clostridii majoritaires dans les deux expériences sont présentes avec des abondances assez proches. 

Clostridium butyricum/beijerincki/diolis (19 %) coexistent avec Clostridium sp. (15 %) en fermentation de la 

biomasse « fraîche », alors que Clostridium sp. (26 %) est majoritaire dans le milieu fermentaire de la 

biomasse congelée suivi par Clostridium butyricum/beijerincki/diolis (13 %). Le taxon Clostridium ljundahli est 

présent dans des proportions similaires dans les deux tests (8 %). La différence de consortium bactérien entre 

biomasse fraîche et congelée est marquée au niveau des autres genres bactériens. Dans l’ensilage de maïs 

« frais », les bactéries lactiques et Coprococcus sp. sont très abondantes à 24h de fermentation. Lors de la 

fermentation de la biomasse congelée, les E. coli et Enterococcus spp. représentent une part significative des 

bactéries du consortium. Les bactéries lactiques ne sont pas présentes et le taxon Coprococcus sp. est peu 

abondant dans le milieu réactionnel. La régression de l’espèce Lactobacillus plantarum dans le milieu 

réactionnel au cours de la fermentation de la biomasse congelée est tout à fait remarquable puisque cette 

bactérie présente un effet inhibiteur sur les bactéries productrices d’H2 (Noike et al., 2002 ; Saady, 2013). 

Le métabolisme global de la fermentation de l’ensilage de maïs congelée semble plus efficace pour la 

production d’H2 avec une production de butyrate plus importante et une production d’acétate par 

homoacétogenèse moins marquée. Ce métabolisme pourrait être lié à la présence spécifique dans le milieu 

des E. coli et des Enterococcus spp., des bactéries productrices d’H2 et à l’absence des bactéries lactiques. La 

congélation est donc favorable à des espèces bactériennes productrices d’H2 et semble inhiber le 

développement des bactéries lactiques (Lactobacillii) (non productrices d’H2). 

Le tableau 63 présente les paramètres de performances de production d’H2 et de l’équation de Gompertz de 

ces tests de fermentation. 
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Tableau 63 : Performances de production d’H2 et paramètres de l’équation de Gompertz lors de la fermentation obscure d’ensilage 
de maïs frais (4°C ; bleu) et d’ensilage de maïs congelé (-20°C ; orange). 

 

Le potentiel de production d’H2 de l’ensilage de maïs congelé est sensiblement supérieur à celui de l’ensilage 

de maïs frais à la fois en termes de production en H2 (+29 %), de rendement en H2 (+29 %) et de productivité 

en H2 (+48 %). 

Notons que le rapport H2/CO2 s’améliore avec la congélation, ce qui signifie que le métabolisme global des 

consortia bactériens est plus orienté vers la production d’H2 que dans le cas de la biomasse fraîche. Cela peut 

être dû à l’inhibition des bactéries non productrices ou hydrogénotrophes constatée lors de l’analyse des 

communautés bactériennes dans le milieu réactionnel puisque la congélation peut être létale pour de 

nombreuses bactéries (Postgate et Hunter, 1961; Speck et Ray, 1977).  

In fine, l’effet de la congélation sur la stabilisation de l’ensilage de maïs à 100 jours et 242 jours est satisfaisant 

et le potentiel de production d’H2 de la biomasse est légèrement amélioré. La congélation semble inhiber 

une partie des bactéries lactiques concurrentes vis-à-vis du substrat et favorise des bactéries qui participent 

à la production d’H2 (Enterococcus et Escherichia). Bien que ce mode de stockage ne soit pas réalisable à 

grande échelle, il est pertinent pour des tests à l’échelle laboratoire afin de maintenir les performances de 

production d’H2 sur un lot d’ensilage de maïs. 

2.3 Discussion sur l’impact de la congélation de la biomasse 

Des travaux antérieurs au laboratoire ont montré que la congélation limitait la fermentation intrinsèque des 

sucres au cours du temps dans les biomasses riches en sucres solubles et permettait une stabilisation des 

biomasses en termes de production d’hydrogène (François-Lopez, 2016). Le constat est similaire pour notre 

étude où le potentiel H2 de la biomasse est globalement conservé avec une légère amélioration de la 

production pour la biomasse congelée. À l’échelle du laboratoire, la congélation est donc un bon moyen de 

stockage de la biomasse pour conserver des performances et une reproductibilité acceptable. 

En ce qui concerne l’amélioration du potentiel de production d’H2 (objectif de seconde intention), des 

augmentations du volume d’H2 produit de près de 30 % ont été notées pour l’ensilage de maïs. Les 

prétraitements frigorifiques des consortia bactériens ont été décrits dans la littérature à plusieurs reprises 

(Bundhoo et al., 2015) et rapportés dans le tableau 64. 
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Tableau 64 : Effet du prétraitement de l'inoculum par congélation - décongélation (d’après Bundhoo et al., 2015 et complété) 

Inoculum Prétraitements Rendement en H2 Référence 

Digestat de réacteur 
anaérobie 

Substrat : glucose  
Congélation : 24h (-10°C) 
Décongélation : 6h (30°C) 

Contrôle : 21,84 mL/gglucose 
Traité : 45,82 mL/gglucose 

∆ : +109,8 % 

Cheong et Hansen (2006) 

Préacidification de l'inoculum 
(pH = 3, 48h) 

Contrôle : 11,77 mL/gglucose 
Traité : 78,80 mL/gglucose 

∆ : +569,5 % 

Boue d'estran Substrat : glucose 
Congélation : 24h (-17°C) 

Décongélation : 12h (25°C) 

Contrôle : 0,20 mol/molglucose  
Traité : 0,17 mol/molglucose 

∆ : -15 % 

Liu et al. (2009) 

Boues de réacteur 
anaérobie 

Substrat : glycérol résiduel du diesel 
Congélation : 24 h (-10°C) 
Décongélation : 6 h (30°C) 

Contrôle : 1,20 %mol/gglycérol 
Traité : 13,4 %mol/gglycérol 

∆ : +11,6 % 

Rossi et al. (2011) 

Clostridium 
bifermentans isolée à 

partir de boues 
d'eaux usées 

Substrat : boues d'eaux usées  
Congélation : 24 h (-17°C) 

Décongélation : 12 h (25°C) 

Contrôle : 0,6 mmol/gDCO 
Traité : 1,5 mmol/gDCO 

∆ : +150 % 

Wang et al. (2003) 

Digestat de réacteur 
anaérobie 

Substrat : effluents de pressoirs à palme 
Congélation : 24 h (-10°C) 

Décongélation : jusqu'à Tamb. (30°C) 

Contrôle : 28,9 mL/gDCO 
Traité : 45,7 mL/gDCO 

∆ : +58,3 % 

Mohammadi et al. 
(2011) 

Granules de fond de 
réacteur anaérobie 

Substrat : effluents de pressoirs à palme 
Congélation : 24 h (-10°C) 

Décongélation : jusqu'à Tamb. (30°C) 

Contrôle : 11,31 mL/gDCO  
Traité : 14,87 mL/gDCO 

∆ : +31,5 % 

Mohammadi et al. 
(2012) 

Boues de step/ 
Digestat anaérobie/ 

Lixiviats de décharge 

Substrat : fraction organique des ordures 
ménagères 

Congélation : 7 jours (-20°C) 
Décongélation : 12 h (25°C) 

Prétraitement de l'inoculum 
(90°C, 15min) 

 Contrôle : 30,8/15/33 mL/gMV 
Traité : 16/32/36 mL/gMV 

∆ : -48 / +113 / +9 % 

Dauptain et al. (2021) 

Substrat : déchets alimentaires 
Congélation : 7 jours (-20°C) 
Décongélation : 12 h (25°C) 

Prétraitement de l'inoculum 
(90°C, 15min) 

 Contrôle : 115/96/129 mL/gMV 
Traité : 123/114/120 mL/gMV 

∆ : +7 / +19 / -7 % 
Digestat anaérobie Substrat : mix de poudre de riz et de laitue 

Congélation : 24 h (-17°C) 
Décongélation : 12 h (25°C) 

Contrôle : 17,95 mL/gMV 
Traité : 25,63 mL/gMV 

∆ : +42,8 % 

Dong et al. (2010) 

Microflore endogène Substrat : bourbes vitivinicoles 
Congélation : 35 j - 115 j (-20°C) 

Décongélation : 30 min (25°C) 

Contrôle : 1,30 mol/molhexose 
Traité : 1,74 mol/molhexose 

∆ : +25,4 % 

François-Lopez (2016) 

Microflore endogène Substrat : ensilage de maïs  
Congélation : 100 j - 242 j (-20°C) 

Décongélation : 10 min (25°C) 

Contrôle : 23,5 mL/gMV 
Traité : 30,4 mL/gMV 

∆ : +29,4 % 

Cette étude 

 

L’analyse du tableau 64 montre qu’une grande partie des inocula bactériens est prélevée dans des milieux 

anaérobies (consortia issus de réacteurs en anaérobie). La congélation et décongélation sont sélectionnées 

dans la plupart des études comme un prétraitement pour enrichir des inocula provenant de milieux 

anaérobies en bactéries productrices d’H2 et inhiber les bactéries consommatrices d’H2 qui sont moins 
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résistantes au froid (Dong et al., 2010). Notre étude est la seule avec celle de François-Lopez (2016) à 

investiguer l’effet de la congélation sur la flore endogène totale de la biomasse.  

Les protocoles de congélation sont assez homogènes : les inocula bactériens sont congelés à des 

températures variant de -10°C à -20°C pendant environ 24 h puis décongelés à 30°C pendant plusieurs heures 

(à l’exception des groupes de Dauptain et al. (2021) qui a congelé l’inoculum pendant 7 jours et de François-

Lopez (2016) qui teste la stabilité du potentiel de production d’H2 de bourbes vitivinicoles pendant 115 jours). 

Ainsi, les études de la littérature se sont principalement intéressées à des durées de congélation plutôt 

courtes au regard de celles qui ont été testées notre étude (100 et 242 jours).  

En ce qui concerne le mode opératoire, des différences existent entre les études : Cheong and Hansen (2006) 

combinent leur traitement à une phase d’enrichissement avant fermentation obscure et une pré-acidification 

de l’inoculum bactérien pendant 48 h à pH = 3. Dauptain et al. (2021) prétraitent leur inoculum à 90°C 

pendant 15 min préalablement à la congélation pour inhiber l’activité des organismes méthanogènes.  

Notons que dans certaines études (Cheong and Hansen, 2006; Dauptain et al., 2021; Dong et al., 2010; Liu et 

al., 2009; Rossi et al., 2011), le temps de décongélation est assez long (entre 6 h et 12 h) et s’effectue parfois 

à 30°C , une température proche des optima de température pour la fermentation obscure ce qui pourrait 

entraîner une reprise de l’activité du métabolisme des bactéries de l’inoculum, mais des gains de production 

d’H2 sont tout de même observés. 

Les substrats utilisés sont divers avec notamment des monosaccharides (glucose), des effluents, déchets ou 

sous-produits (effluents de pressoirs à palme, boues de station d’épuration, glycérol, déchets alimentaires, 

bourbes vitivinicoles), des biomasses végétales (mixture de riz et de laitue, ensilage de maïs).  

Les gains de production sont très variables et compris pour une majorité d’études entre 30 % et 50 %, 

conformes à nos observations. Ils s’échelonnent de -48 % à +569,5 %. Ces variations s’expliquent par la 

diversité des conditions testées même si les températures de fermentation favorisent toutes des 

communautés microbiennes mésophiles (35 - 37°C) et des inocula bactériens qui diffèrent malgré leur origine 

commune (milieux anaérobies).  

Dans la plupart des études, la congélation a rempli son rôle et a permis d’améliorer le potentiel de production 

d’H2 de l’inoculum comme l’illustre Cheong and Hansen (2006) ; Mohammadi et al. (2011) et Wang et al. 

(2003) et dans une proportion plus modeste Dong et al. (2010) et François-Lopez (2016) même si l’objectif 

de cette dernière étude était la stabilisation de la biomasse.  

Cheong and Hansen (2006) montrent également que la congélation améliore nettement la productivité en 

hydrogène et de façon comparable à celle atteinte avec un prétraitement à l’acide perchlorique, qui dans 

cette étude, permet d’obtenir le meilleur potentiel H2. Rossi et al. (2011) notent que l’augmentation de la 

production d’H2 par le prétraitement s’accompagne aussi d’une augmentation de la consommation du 

substrat mesurée par l’efficacité d’utilisation du glycérol : de 48 % à 60 %. Ce résultat interroge quant à la 
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sélection des bactéries lors du prétraitement, puisqu’avec une diversité de bactéries moindre, la 

consommation du substrat est améliorée. Ce constat est partagé également par Mohammadi et al. (2012) 

qui observent une légère amélioration de la consommation de la DCO pour tous les prétraitements testés. 

En revanche, pour Liu et al. (2009), la congélation n’améliore pas la production H2 par rapport à la référence, 

ce qui montre les limites de la congélation dans le cas du prétraitement d’un inoculum issu d’un milieu à forte 

teneur en sel (boues d’estran). Les auteurs notent une modification du métabolisme de la fermentation 

puisque la proportion d’H2 détectée dans les gaz du bioréacteur augmente de 12,2 % à 21,5 %. Dans cette 

étude, il semble que la congélation pendant 24 h n’a pas permis d’inhiber la bactérie lactique Lactobacillus 

plantarum dont l’effet inhibiteur sur les bactéries productrices d’H2 pourrait avoir impacté le potentiel de 

production d’H2 (Noike et al., 2002 ; Saady, 2013), à l’inverse de notre étude où peu de bactéries lactiques 

sont détectées après congélation pendant de nombreux jours.  

L’effet de la congélation sur la production de métabolites n’a pas été systématiquement rapporté. Dong et 

al. (2010) observent une augmentation de la production d’acétate par rapport au contrôle et une diminution 

du rapport molaire B/A puisque la production de butyrate reste stable. Cet acétate ne semble pas avoir été 

produit par une voie co-productrice d’H2. Pour la fermentation du glycérol, l’effet est différent : le rapport 

molaire B/A augmente consécutivement à la diminution de production d’acétate et l’augmentation de la 

production de butyrate (Rossi et al.2011) ; une quantité non négligeable de 1, 3 propanediol est détectée. Ce 

métabolite est typique de Klebsiella spp. qui fait partie des bactéries majoritaires pour la fermentation du 

glycérol (Rossi et al., 2011). La comparaison des mécanismes de fermentation de l’ensilage de maïs (nos 

travaux) aux travaux de Rossi et al. (2011) sur la fermentation du glycérol souligne des différences majeures 

entre les deux substrats, métabolites produits et bactéries fermentaires (Klebsiella spp. et Pantoea). François-

Lopez (2016) note une modification significative du métabolisme au cours de la fermentation endogène de 

bourbes vitivinicoles congelées avec une inhibition de la production d’éthanol et une production significative 

d’acétate et de butyrate. Concernant l’effet à long terme de la congélation de la biomasse sur le métabolisme 

de la fermentation endogène de la biomasse, François-Lopez (2016) observe de très légères différences sur 

le métabolisme global de la fermentation, mais qui ne semblent pas être corrélées au temps de stockage à -

20°C, ce qui est cohérent avec nos résultats obtenus avec la biomasse d’ensilage de maïs. Dauptain et al. 

(2021) observent des variations métaboliques cohérentes avec les variations de production d’H2 : 

l’augmentation de la production d’H2 étant liée à une production accrue de butyrate et à l’inverse, la 

diminution de la production d’H2 s’accompagne d’une diminution de la production d’acides ou d’une 

production accrue d’éthanol (voie métabolique non productrice d’H2). Ils observent un enrichissement du 

consortium fermentaire en bactéries de la famille des Clostridiales après une semaine de congélation 

suggérant que la congélation est un traitement qui permet de sélectionner des bactéries sporulantes 

capables de produire de l’H2. Pour un temps de stockage à -20°C plus long (1 ½ mois), l’augmentation du 

potentiel de production H2 n’est plus significative par rapport aux inocula bactériens de référence non 
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congelés et d’autre part une diversification des consortia fermentaires est observée avec l’apparition de 

Clostridiales, d’Enterobacteriales et de Bacillales. Avec la flore endogène de bourbes vitivinicoles, la diversité 

bactérienne semble régresser sur le long terme selon les travaux de François-Lopez (2016) avec une 

diminution de l’abondance des bactéries minoritaires au profit des bactéries du genre Clostridium. Cette 

réorientation du consortium ne semble cependant pas impacter positivement et de manière significative le 

potentiel de production d’H2.  

Ainsi, il apparaît que la congélation, quand elle est utilisée pour traiter des inocula bactériens issus de milieux 

anaérobies, améliore dans la plupart des cas le potentiel de production d’H2. Au travers des études de la 

littérature, il semble difficile de statuer sur les modifications du métabolisme par la congélation. Cependant, 

dans notre étude, la stabilisation des performances de production de la biomasse ensilée et sa microflore sur 

le long terme lors du stockage à -20°C est mis en évidence et demeure à ce jour unique à l’examen de la 

littérature.  

Annexe 3 : Stabilisation de l’ensilage de seigle par congélation  

3.1 Production de gaz et de métabolites 

L’ensilage de seigle (lot 1) a été stockée à -20°C dans le but de limiter tout phénomène biologique pouvant 

modifier le potentiel hydrogène de la biomasse afin de disposer d’une qualité de biomasse stable, condition 

sine qua none pour pouvoir mesurer l’effet des prétraitements appliqués.  

La figure 96 représente le volume d’hydrogène cumulé, les métabolites produits et les molécules 

consommées au cours de la fermentation de l’ensilage de seigle en fonction de plusieurs durées de stockage 

(inférieures à 167 jours et supérieurs à 360 jours), ces données seront comparées aux valeurs obtenues pour 

la fermentation de l’ensilage de seigle « frais » (< 30 jours). 
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Figure 96 : Effet de la durée de congélation de l’ensilage de seigle sur la production d’hydrogène et le métabolisme au 
cours de la fermentation obscure endogène. Les barres d’erreur indiquent la variabilité (Seigle congelé > 360 jours, n= 
2 ; seigle congelé < 167 j, n = 4, seigle frais, n = 3). 

Le tableau 65 présente les paramètres de performances de production d’hydrogène et de l’équation de 

Gompertz de la fermentation de l’ensilage de seigle lot 1 frais et congelé. 

Tableau 65 : Effet de la durée de congélation sur les paramètres de performances et de l’équation de Gompertz de la 
production d’hydrogène de l’ensilage de seigle lot 1 frais et congelé par fermentation obscure. 

 

La congélation a un effet positif sur le potentiel hydrogène de l’ensilage de seigle qui semble s’intensifier en 

fonction la durée de conservation à -20°C. Le stockage à -20°C a permis de stabiliser la biomasse et son 

potentiel de production d’hydrogène (+16 %) sur une période d’environ 167 jours. Une extension de la durée 

de stockage à 360 jours a montré une nette augmentation de la production d’H2 (+95 %) et la productivité 

est quasiment doublée (de 93 à 182 mLH2/L/h) par rapport aux expériences réalisées à 167 jours à -20°C. De 

plus, la congélation semble augmenter le temps de latence des consortia fermentaires comme l’avaient 

relevé Squires et Hartsell (1955) avec la bactérie Escherichia coli.  

Au cours du stockage à -20°C, les métabolismes des tests de fermentation sont variables comme le montre 

l’évolution du rapport molaire Butyrate/Acétate. Lors de la fermentation d’ensilage de seigle frais, la 

production d’hydrogène s’effectue par les voies de l’acétate et du butyrate de façon équilibrée alors que le 



Annexes 

XVIII 
 

métabolisme fermentaire de la biomasse congelée à 167 jours présente une production de butyrate plus 

faible. Les tests de fermentation de biomasses stockées plus de 360 jours à -20°C se distinguent par une 

réorientation de la production d’hydrogène par la voie du butyrate et une diminution de la production 

d’acétate qui permettent d’améliorer le rendement de production d’H2 (de 0,16 à 0,32 molH2/molsucres) issu 

majoritairement de la voie du butyrate (B/A = 2,1) malgré l’augmentation de la production de propionate. La 

congélation permet également la réduction de la production d’éthanol par solvantogenèse. 

3.2 Etudes des consortia fermentaires 

Les abondances des consortia au cours de la fermentation d’ensilage de seigle stocké selon différentes 

températures et durées sont présentées sur la figure 97. 

 

Figure 97 : Abondances relatives des séquences du gène codant pour l’ARN 16S des consortia bactériens de la 
fermentation endogène d’ensilage de seigle pendant la production d’H2 pour différents temps et températures de 
stockage. 

La congélation a un impact significatif sur les consortia fermentaires. Par rapport au test effectué avec de la 

biomasse fraiche où le taxon apparenté à Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis est majoritaire (49 %), la 

biomasse congelée à 167 jours est dominée par les Enterobacter spp. (62 %). Au terme de 360 jours de 

congélation, le taxon des Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis redevient le plus abondant parmi le 

consortium (54 %). On note également l’émergence de bactéries lactiques du genre Enterococcus spp. et le 

déclin des Enterobacter spp. pour des temps de conservation longs à -20°C. Ces modifications de flore 

fermentaire sont cohérentes avec les changements de métabolisme observés en fonction de la durée de 

congélation. En effet, la biomasse congelée 167 jours est dominée par les Enterobacter spp. dont le 

métabolisme est plus favorable à la production d’H2 par la voie de l’acétate, d’où un ratio B/A favorable à 

l’acétate (Fabiano and Perego, 2002 ; Hu et al., 2013 ; Ito et al., 2005). Pour les autres tests de fermentation, 
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la production de butyrate semble associée à la présence du taxon apparenté à Clostridium 

butyricum/beijerinckii/diolis.  

3.3 Conclusion sur l’effet de la congélation  

Cette étude montre que le potentiel de production d’H2 de l’ensilage de seigle peut être stabilisé à -20°C 

pendant 167 jours malgré des changements majeurs parmi les consortia fermentaires dont un métabolisme 

plus favorable à la production d’acétate. Après 360 jours de congélation, le potentiel de production d’H2 est 

doublé. Cette amélioration résulte d’un métabolisme fermentaire efficace (réduction de la production 

d’acétate par homoacétogenèse) pour la production d’H2 par la voie du butyrate associé à la présence du 

taxon Clostridium butyricum/beijerinckii/diolis. 

La congélation impacte les consortia bactériens qui émergent lors de la fermentation de l’ensilage de seigle 

et oriente le métabolisme fermentaire. Par ailleurs, l’analyse des composés solubles au cours de la 

fermentation contribuerait à identifier les effets de la congélation sur la structure des cellules végétales de 

l’ensilage de seigle et sur la biodisponibilité en substrat. 

Annexe 4 : Effet de la boucle de recirculation sur la production d’H2 en BRM 

4.1 Contexte et mise en œuvre 

Le bioréacteur membranaire utilisé dans cette étude n’est pas agité. Dans la littérature, le manque d’agitation 

des bioréacteurs à bactéries fixées ou à bactéries granulaires est l’un de leur principal inconvénient (Fontes 

Lima et Zaiat, 2012). Le manque d’agitation limite les transferts de masse dans le bioréacteur entre, d’une 

part, les bactéries et le substrat et d’autre part, entre la phase gazeuse et la phase liquide (Kumar et al., 

2016). Par ailleurs, le manque d’agitation peut conduire, notamment dans les bioréacteurs à lit fixe, à la mise 

en place d’un gradient de pH et de nutriments (Show et al., 2011 ; Tashyrev et al., 2017) associé à une 

distribution inhomogène des microorganismes et du métabolisme, réduisant ainsi la production d’H2 

(Tomczak et al., 2018). L’utilisation d’une boucle de recirculation a été identifiée comme une solution pour 

homogénéiser le milieu réactionnel. L’effet de la recirculation du milieu fermentaire a été relativement peu 

étudié dans la littérature. Fontes Lima et Zaiat (2012) obtiennent un optimum de production d’H2 avec un 

taux de recirculation (rapport entre le débit de la recirculation et le débit d’alimentation) de 0,5 en 

bioréacteur à lit fixe. Un taux de recirculation identique est appliqué dans les travaux de dos Reis et Silva 

(2014) et Tomczak et al. (2018). En réacteur à biomasse granulaire ou fluidisée, le taux de recirculation est 

défini par la vitesse de circulation des liquides dans le réacteur. Peu d’études évaluent l’effet de la vitesse de 

circulation des liquides sur la production d’H2, celle-ci étant fixée en fonction du support utilisé (dans le cas 

d’un réacteur à lit fluidisé). À titre d’exemple, Cavalcante de Amorim et al. (2009) et Ferreira et al. (2020) 

choisissent des vitesses de circulation 1,3 fois supérieures à la vitesse minimale requise pour fluidifier les 

supports, respectivement 1,61 cm/s et 1,24 cm/s. Wu et al. (2007) montrent une augmentation de la 

productivité en H2 avec la vitesse de circulation dans le bioréacteur (maximum testé à 0,91 cm/s). À vitesse 
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de circulation supérieure, dos Reis et Silva (2011) montre que la production d’H2 est meilleure à une vitesse 

de circulation de 1,24 cm/s comparée à une vitesse de 1,88 cm/s.  

Dans notre système la boucle de recirculation, placée à la sortie de l’effluent liquide, permet la recirculation 

des sucres non consommés et des bactéries lessivées et de doubler le débit de liquide dans le module, ce qui 

entraîne une diminution du temps de séjour dans la calandre par augmentation du débit des liquides 

améliorant ainsi l’homogénéisation du milieu réactionnel dans la calandre. Par ailleurs, il faut noter que la 

recirculation a un effet de dilution de la solution d’alimentation avec du fermentât riche en co-produits de 

fermentation (acides organiques et en alcools).  

Une première étude est donc réalisée pour étudier l’impact de la recirculation du digestat sur la production 

d’H2 lors de la fermentation obscure de glucose en bioréacteur membranaire. Pour ce faire, le BRM sera 

opéré à un DAS identique de 1,4 g/L/h permettant un taux de consommation des sucres proches de 100 % à 

chaque test. Sous cette condition, trois configurations du BRM seront testées. Les paramètres des 3 

configurations testées sont présentés sur la figure 98.  

 

Figure 98 : Configurations du BRM testées pour un fonctionnement avec ou sans boucle de recirculation.  

 

Le premier test est réalisé dans la configuration de référence (taux de recirculation = 1) avec recirculation du 

fermentât (figure 98a). Dans cette configuration, le substrat injecté dans le système traverse deux fois la 

calandre grâce à la recirculation, avant d’être évacué ce qui améliore la mise en contact du substrat avec les 

bactéries.  

Les fermentations des deuxième et troisième configurations sont réalisées sans boucle de recirculation, c’est-

à-dire que la totalité du fermentât est évacuée du système après son passage dans la calandre. Les tests sont 

effectués respectivement à des TSH de 10 h (14 gglucose/L dans la solution d’alimentation) et de 5 h (7 gglucose/L 

dans la solution d’alimentation) pour un DAS équivalent de 1,4 g/L/h.  
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La deuxième configuration (TSH = 10 h sans recirculation) teste l’impact du temps de séjour hydraulique et 

de l’agitation dans la calandre puisque la vitesse ascensionnelle est deux fois plus faibles pour le réacteur 

(figure 98b). Cette configuration a déjà été testée au laboratoire dans les conditions suivantes : DAS = 0,9 

g/L/h et TSH = 13 h (alimentation = 11,7 gglucose/L) (Clion, 2016). Elle permettra de déterminer si le 

fonctionnement du BRM L/G avec un TSH dans la calandre de 10 h (TSH local) est plus favorable qu’avec un 

TSH local de deux fois 5 h. 

La troisième configuration permet d’examiner l’effet de la non-recirculation du substrat non consommé, des 

métabolites produits et des bactéries (figure 98c). Pour ce faire, le temps de séjour local (dans la calandre) 

est identique à celui de la référence (5 h) et la concentration de glucose dans la solution d’alimentation est 

divisée par deux (7 g/L), qui correspond à une teneur identique de celle de la configuration de référence en 

entrée de calandre quand le taux de consommation des sucres est de 100 %. Un triplicat de tests de 

fermentation est réalisé dans cette configuration.  

4.2 Effet de la recirculation sur la production d’hydrogène  

La figure 99 présente les profils de production d’H2 pour les différentes configurations testées. La productivité 

est calculée sur une période de 40 h.  

 

Figure 99 : Débit de production d’H2 par litre de bioréacteur en fonction du temps pour les tests de fermentation avec et sans boucle 
de recirculation. Le test de fermentation TSH = 5h sans recirculation est répété trois fois. Les barres d’erreurs rendent compte de la 
variabilité.  

 

Sur les trois profils de production d’H2 une évolution similaire est observée. La production d’H2 intervient 

après une phase de latence comprise entre 3 et 8,6 h, le débit d’H2 augmente jusqu’à un pic de production 

proche de 3,5 mLH2/L/min, se stabilise puis diminue. L’effet de la configuration avec ou sans recirculation 

semble influencer le débit du pic de production d’H2 au-delà de 40h et la stabilisation de la production. Avec 

recirculation (TSH = 10 h), le débit d’H2 semble maintenu plus longtemps à des valeurs de productivité plus 

élevées par rapport aux autres tests. Pour ce même TSH (10 h) sans recirculation, après 50 h, le débit de 

production d’H2 est décroissant. Sur le triplicat à TSH = 5 h, sans recirculation, des variations de débits sont 

Zone de calcul 
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observables de 15h à 32 h pendant la phase d’augmentation du débit (variations pendant la mise en charge 

du BRM) et cours de fermentation au-delà de 52 h. 

Les performances de production d’H2 obtenues pour ces tests sont regroupées dans le tableau 66. Ces 

données sont complétées avec des résultats obtenus précédemment au laboratoire (Renaudie et al., 2021b) 

pour confirmer les résultats de la configuration avec boucle de recirculation (TSH = 10 h ; DAS = 1,4 g/L/h ; 

avec recirculation) et fournir un test de comparaison supplémentaire (TSH = 5 h ; DAS = 1,4 g/L/h ; avec 

recirculation).  

Tableau 66 : Effet du taux de recirculation sur les valeurs de rendement, de productivité en H2, de consommation de glucose et de 
rapport molaire H2/CO2 lors de la fermentation de glucose en BRM L/G 

 
Recirculation 

Rendement H2 
Productivité 

en H2 
Consommation 

du glucose H2/CO2 Référence 
 molH2/molglucose ajouté (mLH2/L/h) ( %) 

TSH = 10 h 

DAS = 1,4 g/L/h 

Avec 1,08 
202 

(240 – 156) 
98 0,79 Cette étude 

Avec 1,13 210 81,9 1,02 
Renaudie et al. 

(2021b) 

Sans 0,93 
172 

(226 – 108) 
97 0,72 Cette étude 

TSH = 5 h 

DAS = 1,4 g/L/h 

Avec 1,00 184 100 1,04 
Renaudie et al. 

(2021b) 

Sans 0,98 ± 0,07 
181 ± 13 

(226 – 136) 
97 ± 3  1,01 ± 0,08 Cette étude 

 

Les rendements et les productivités en H2 s’échelonnent respectivement de 0,93 à 1,13 molH2/molglucose ajouté 

et de 172 à 210 mLH2/L/h. La configuration avec recirculation à TSH = 10 h est la plus favorable avec une 

productivité et un rendement en H2 respectivement supérieurs à 200 mLH2/L/h et 1,05 molH2/molglucose ajouté. 

Les performances de production en H2 obtenues lors de ce test sont dans le même ordre de grandeur que les 

résultats obtenus au laboratoire lors d’une étude précédente (Renaudie et al., 2021b), seule la 

consommation des sucres et le rapport molaire H2/CO2 sont variables. Ces résultats soulignent la robustesse 

du procédé puisque les tests ont été reproduits dans deux modules membranaires différents.  

Les tests à TSH = 10 h sans recirculation et à TSH = 5 h donnent des rendements et des productivités en H2 

inférieurs. À TSH = 5 h, la concentration de la solution d’alimentation a été réduite à 7 g/L, or il avait été 

montré dans une étude précédente qu’un optimum des performances de production d’H2 était atteint pour 

une alimentation concentrée à 14 g/L (Renaudie et al., 2021b). À TSH = 10 h sans recirculation, les 

performances de production d’H2 inférieures peuvent s’expliquer par une hydrodynamique dans le 

bioréacteur moins favorable avec un débit liquide circulant dans la calandre deux fois plus faible malgré le 

fait que l’on ne recycle pas les acides organiques dans le milieu réactionnel. 

Ainsi, on observe que les tests de fermentation à TSH = 10 h avec recirculation obtiennent les meilleures 

valeurs de production d’H2 et le débit d’H2 est maintenu plus longtemps. Au DAS testé, l’effet de la 
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recirculation ne semble pas impacter la consommation des sucres qui reste élevée dans nos tests (> 90 %) 

indépendamment de la configuration testée. Le transfert de masse dans la calandre entre les bactéries et le 

substrat est donc satisfaisant dans les configurations testées. Le bénéfice de la recirculation semble plutôt 

provenir de l’homogénéisation du milieu réactionnel causé par l’augmentation du débit dans la calandre 

permettant ainsi d’éviter la création d’un gradient de pH et par voie de conséquence une distribution 

hétérogène de l'activité ou de la croissance microbienne non favorable au maintien d’une production en H2 

stable (Show et al., 2011). L’homogénéisation du milieu réactionnel dans la calandre et un temps de séjour 

local (interne à la calandre) court sont des paramètres critiques du fonctionnement du BRM.  

Effet de la recirculation sur la production de métabolites 

L’effet de la recirculation sur les productions de métabolites est présenté sur la figure 100 et dans le tableau 

67.  

 

Figure 100 : Productivités des métabolites, consommation de glucose dans l’effluent en sortie du BRM . Les données métaboliques 
correspondent à la période de 40 h pendant laquelle les productions de gaz ont été calculées. Les barres d’erreur représentent la 
variabilité des productions de métabolites sur plusieurs prélèvements sur la période (TSH = 10 h, avec et sans recirculation) et des 
sur plusieurs prélèvements des 3 réplicats (TSH = 5 h, sans recirculation). 
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Tableau 67 : Teneurs totales en métabolites, rapports molaires B/A et 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 dans l’effluent en sortie du BRM. 

 Recirculation 
Métabolites 

(g/L) 
B/A 

𝐻2
2 × (𝐵 + 𝐴)

 
Homoacétogenèse estimée 

(mmolacétate/L/h) 

TSH = 10 h 
DAS = 1,4 h 

Avec 4,4 1,01 1,01 0,0 

Sans 4,8 0,58 0,81 0,3 

TSH = 5 h 
DAS = 1,4 h 

Sans 4,2 0,94 0,86 0,2 

 

Les productivités en métabolites en mmol/L/h sont du même ordre de grandeur pour les 3 configurations et 

comportent de légères variations notamment sur les productions d’éthanol et d’acétate qui peuvent provenir 

de voies métaboliques non-productrices d’H2 (homoacétogenèse et solvantogenèse) et sur la production de 

butyrate.  

La production d’acétate est plus importante dans les tests sans recirculation et la production d’éthanol est 

supérieure dans les tests à TSH = 10 h. Le test à TSH = 10 h sans recirculation présente la production d’H2 la 

plus faible et le métabolisme le moins favorable à la production d’H2 : production d’acétate et d’éthanol 

importante associée à une faible production de butyrate, ceci se traduit d’une part par un rapport molaire 

B/A faible et d’autre part, par un rapport molaire 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 inférieur aux autres tests. Le fonctionnement du 

BRM à TSH = 5 h sans recirculation divise par deux la quantité d’acides organiques dans le milieu réactionnel 

au cours des phases de production d’H2, ce qui contribuerait à réduire les phénomènes d’inhibition liés à la 

présence d’acides gras volatils et d’éthanol, mais qui nécessite en contrepartie de diluer la solution 

d’alimentation et qui est sans effet sur la production d’hydrogène.  

De manière générale, le métabolisme fermentaire est favorable à la solvantogenèse, ce qui contraste avec 

les données de Renaudie et al. (2021b) où la production d’éthanol est faible par rapport aux productions 

d’acides gras volatils. Toutefois, les rapports molaires 
𝐻2

2×(𝐵+𝐴)
 sont très proches de 1 ce qui signifie que la 

production d’acétate sans co-production d’H2 est faible, ce résultat est cohérent avec les données de Clion 

(2016).  

4.3 Conclusion sur l’effet de la recirculation  

Au terme de l’analyse des productions de gaz et de métabolites, il apparaît que la configuration TSH = 10 h 

avec recirculation soit la plus favorable à la production d’H2 en sortie.  

Du point de vue de la mise en œuvre du procédé sur ce système, la réduction du temps de séjour dans la 

calandre permet d’améliorer la régulation du pH du milieu réactionnel en diminuant le temps entre l’injection 

de la soude et la mesure pH du milieu réactionnel en sortie. De plus, à un TSH interne à la calandre de 5 h, la 

production d’hydrogène est mieux stabilisée mettant en évidence une croissance bactérienne favorisée dans 

ces conditions alors qu’à un TSH de 10 h sans recirculation, la croissance et l’activité bactériennes ne 
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semblent pas être compensées par le possible phénomène de lessivage d’une partie des bactéries. La 

diminution du TSH interne à la calandre permettrait une meilleure agitation du milieu circulant dans la 

calandre ce qui augmente la productivité en H2 tout en conservant le TSH global de 10 h.  

Cette étude montre l’intérêt de la recirculation pour le fonctionnement du BRM. En effet, la dilution de la 

solution d’alimentation avec une partie de l’effluent sortant permet une meilleure homogénéisation du 

milieu réactionnel dans la calandre afin de maintenir une production d’H2 relativement stable et de faire 

fonctionner le BRM malgré le recyclage d’une partie des acides organiques produits. La recirculation est donc 

utilisée pour la suite des expériences.  
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Résumé 

Cette étude porte sur la bioproduction d’hydrogène par fermentation obscure issu de la conversion de 

biomasses ensilées (maïs, seigle) en acides organiques avec pour finalité une production continue en 

bioréacteur membranaire (BRM) de type contacteur liquide/gaz. Les travaux explorent les mécanismes 

fermentaires endogènes à la biomasse ensilée (hydrolyse de sucres complexes in situ, conversion 

hydrogénogène du lactate) avec l’émergence d’une flore bactérienne dominée par Clostridium. Pour extraire 

de la biomasse une solution liquide riche en composés fermentescibles, des prétraitements de broyage et 

d’hydrolyse hydrothermique ont permis de multiplier par 3 le potentiel biohydrogène de l’ensilage de maïs 

(jusqu’à 147 LH2/kgMS). Le fonctionnement du BRM servant de réservoir bactérien (pas de réensemencement 

nécessaire) a été optimisé sur substrat modèle ; alimenté avec de l’ensilage de maïs hydrolysé par 

autoclavage, une productivité maximale de 8,6 LH2/L/j a été obtenue à un TSH de 4 h. 

Mots clés : biohydrogène, fermentation obscure, fermentation endogène, bioréacteur membranaire, 

biomasse ensilées, prétraitements de la biomasse 

 

Abstract  

This study focuses on the bioproduction of hydrogen by dark fermentation from the conversion of ensiled 

biomass (corn, rye) into organic acids with the aim of continuous production in a liquid/gas membrane 

bioreactor (MBR). The work explored the endogenous fermentative mechanisms of the ensiled biomass (in 

situ hydrolysis of complex carbohydrates, hydrogenogenic conversion of lactate) with the emergence of a 

bacterial flora dominated by Clostridium. To extract from the biomass a liquid solution rich in easily 

fermentable compounds, grinding and/or hydrothermal pretreatments allowed to multiply by 3 the 

biohydrogen potential of the corn silage (up to 147 LH2/kgDM). The operation of the BRM serving as a bacterial 

supply (no reseeding required) was optimized on model substrate; fed with autoclaved hydrolyzed corn 

silage, a maximum productivity of 8.6 LH2/L/d was obtained at a hydraulic retention time of 4 h. 

Keywords : biohydrogen, dark fermentation, endogenous fermentation, membrane bioreactor, ensiled 

biomass, biomass pretreatments  


