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Aujourd’hui se décide ce que sera le monde en 2050 
et se prépare ce qu’il sera en 2100. Selon la façon 
dont nous agirons, nos enfants et nos petits-enfants 
habiteront un monde vivable ou traverseront un enfer 
en nous haïssant. Pour leur laisser une planète 
fréquentable, il nous faut prendre la peine de penser 
l’avenir, de comprendre d’où il vient et comment agir 
sur lui. C’est possible : l’Histoire obéit à des lois qui 
permettent de la prévoir et de l’orienter. 

Jacques Attali, Une brève histoire de l’avenir, Paris, 

Ed. Fayard, 2006, p.9. 
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Abstract 

The emergence of environmental and societal issues caused by the fossil fuels consumption and 
the simultaneous increase of the energetic needs will lead the society to evolve into a new 
energetic system. The creation of the hydrogen society could bring a suitable and sustainable 
solution since the production and use of hydrogen could be operated at higher yields than the 
fossil fuels economy and produce energy while generating only water vapour as co product. 
However, in order to get rid of the fossil fuels consumption, there is a need to diversify the 
hydrogen production processes and technology, currently still based on CO2—emitting 
technologies. The so-called “dark fermentation” process is based on strict of facultative 
anaerobic bacteria producing biohydrogen and soluble metabolites as a fermentation co 
product. These microorganisms consume organic substrates such as in wastewater to achieve 
their growth. The biohydrogen technology has been studied during several years in laboratory 
but still is not mature to be brought at an industrial scale. Indeed, there is first a need to 
improve the performances (such as the H2 yields and production rates) to achieve the technical 
and economical requirements. This thesis investigates and discusses various possibilities in 
order to bring the biohydrogen production process to a larger scale.  

The strain investigated in this work, Clostridium butyricum, can achieve high performances (in 
terms of hydrogen yields, about 1.9 to 2.2 molH2·molglucose

-1 and production rates, about 50 to 
110 mLH2·L-1·h-1 in batch or sequencing-batch cultures) and is able to consume simple and more 
complex substrates. However, being a strict anaerobic strain, its uses in pure culture requires 
the achievement of strong anaerobic conditions using artificial and costly means. Moreover, 
even if the work in pure culture has some advantages at the laboratory scale, it is inappropriate 
to larger volumes of bioreactor. Therefore, mixed cultures were investigated in batch and 
sequencing-batch bioreactors, resulting in a decrease by about 30 to 50% of the yields (down 
to 1.2 to 1.7 molH2·molglucose

-1). The mixed cultures reached however comparable or higher 
performances than the scientific literature confirming the interest of the approach suggested in 
this work. 

However, the performances need to be further enhanced in order to make the process 
economically possible. Therefore, improvements of the yields and the rates were proposed. On 
the one hand, the yields were increased by 55 to 100% (up to 3.1 molH2·molglucose

-1) by 
improving the mass transfer conditions and, by the way, decreasing the dissolved hydrogen 
concentration in the liquid media. These considerations led to the design of a novel biodisc 
bioreactor working continuously and allowing the efficient hydrogen mass transfer. In mixed 
culture, the biodisc bioreactor reached high performances (H2 yields of 2.4 molH2·molglucose

-1 and 
H2 rates of 600 mLH2·L-1·h-1), showing the interest of the original design and of the “mass 
transfer” approach achieved in this work. On the other hand, the addition in the culture 
medium of small quantities of metallic nanoparticles showed a catalytic-like effect by enhancing 
the hydrogen production rate by about 40 to 100%.  

Ending this work, the general discussion evidences the advantages of the different techniques 
suggested in the work and compares them to the recent scientific literature. Furthermore, 
perspectives are given in terms of scientific outlooks, considering the economical, environmental 
and technical aspects, in order to bring the hydrogen production process at a large scale. 
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Résumé 

Avec l’arrivée des problèmes environnementaux engendrés par la consommation de ressources 
fossiles et par l’augmentation simultanée des besoins énergétiques, il sera bientôt nécessaire de 
bouleverser le modèle énergétique sur lequel la société actuelle repose. L’hydrogène apporte 
une solution durable et pratique, sa production et son utilisation pouvant se réaliser à haut 
rendement et sa combustion ne générant que de l’énergie et de l’eau comme sous-produits. 
Cependant, afin de s’affranchir de la consommation des combustibles fossiles, une 
diversification des moyens de production de l’hydrogène doit être envisagée. Le procédé de 
« dark fermentation » permet la production de biohydrogène en faisant intervenir des 
bactéries anaérobies. Ces dernières ont la possibilité de consommer les substrats carbonés de 
milieux aqueux, tels que les eaux usées, afin de produire de l’hydrogène et, parallèlement, de 
relarguer en solution divers métabolites solubles. Si cette technologie est étudiée depuis 
plusieurs années en laboratoire, elle n’est pas encore assez mature pour être portée à l’échelle 
industrielle. En effet, l’application à de plus grands volumes requiert l’amélioration des 
performances et la stabilisation du procédé sur le long terme. Ce travail de thèse propose donc 
plusieurs pistes d’études visant à permettre le scaling-up de la production de biohydrogène.  

La souche principalement étudiée dans ce manuscrit, Clostridium butyricum, est particulièrement 
intéressante car elle permet d’atteindre de bonnes performances (rendements de conversion du 
glucose en hydrogène de 1.9 à 2.2 molH2·molglucose

-1 et productivités de 50 à 110 mLH2·L-1·h-1 en 
culture batch ou fed-batch) et consomme une large gamme de substrats. Cependant, étant 
anaérobie stricte, son utilisation en culture pure nécessite de créer l’anaérobiose par des 
moyens artificiels coûteux. Par ailleurs, s’il possède des avantages au niveau du laboratoire, le 
travail en culture pure est exclu à plus grande échelle. Dès lors, des cultures mixtes ont été 
étudiées en fermentations batch et en bioréacteurs alimentés de manière séquentielle. La 
formation de consortia a résulté en la diminution des rendements de l’ordre de 30 à 50% (à 
1.2 à 1.7 molH2·molglucose

-1), mais ont permis d’atteindre in fine des performances comparables, 
voire supérieures à la littérature scientifique.  

Cependant, les rendements atteints, même s’ils sont satisfaisants, ne sont pas suffisants pour 
rendre le procédé économiquement viable. Des moyens d’amélioration des rendements et des 
productivités ont été proposés. D’une part, l’abaissement des concentrations en hydrogène 
dissout, réalisé par l’amélioration des conditions de transfert, ont permis d’augmenter de près 
de 55 à 100% les rendements (jusqu’à 3.1 molH2·molglucose

-1). Cela a abouti au design d’un 
bioréacteur à biodisque fonctionnant en continu et permettant une amélioration du transfert 
d’hydrogène par rapport à un réacteur à cuve agitée classique. Les performances atteintes 
dans ce bioréacteur en cultures mixtes (2.4 molH2·molglucose

-1 et 600 mLH2·L-1·h-1) montrent l’intérêt 
de ce design original, mais surtout de l’approche axée sur le « transfert de matière » comme 
réalisé dans ce travail. D’autre part, l’ajout de nanoparticules métalliques agissant en 
collaboration avec les enzymes responsables de la production d’hydrogène ont monté un effet 
de type catalytique en accélérant la production d’hydrogène de l’ordre de 40 à 100%.  

Ce travail se conclut par une discussion générale mettant en évidence les avantages des 
techniques utilisées au cours de ce travail de thèse en comparaison avec les études récentes 
publiées dans la littérature scientifique. En outre, des perspectives de recherches, reprenant les 
aspects techniques, économiques et environnementaux, sont données afin de permettre 
l’évolution et l’application à plus grande échelle de la production d’hydrogène par fermentation 
anaérobie.   
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Avant-propos 

Ce manuscrit de thèse est soumis à la Faculté des Sciences Appliquées de 
l’Université de Liège en vue de l’obtention du grade de Docteur en Sciences 
de l’Ingénieur. Ce travail, ainsi que l’ensemble des résultats qu’il reprend, a 
été effectué au CWBI (Centre Wallon de Biologie Industrielle) de l’Université 
de Liège, avec les Professeurs Philippe Thonart et Michel Crine, promoteurs de 
thèse. Ces travaux ont été financés durant quatre ans (2008 – 2012) par le 
FRS-FNRS via l’octroi d’une bourse d’Aspirant. Par ailleurs, ils ont été réalisés 
en parallèle avec la création et le développement du projet d’Action de 
Recherche Concertée MicroH2 (ARC-07/12-04) associant plusieurs 
laboratoires universitaires liégeois sur le sujet de la production d’hydrogène 
par les microorganismes.  

Cependant, à titre personnel, c’est l’urgence environnementale qui a orienté le 
parcours doctoral vers ce sujet de thèse. En effet, la situation mondiale n’est 
que peu enviable et est surtout en train de se diriger vers un mur de plus en 
plus insurmontable au fur et à mesure que les années passent et ce, sans que 
les comportements ne changent. Les pouvoirs politiques ne mettent pas assez 
de moyens pour renverser une situation qu’ils ne mesurent d’ailleurs pas à sa 
juste mesure. Et pourtant, tous les indicateurs montrent que le système 
énergétique actuel engendre des changements environnementaux majeurs, 
irréversibles et surtout aux conséquences encore largement imprévisibles et 
probablement non-mesurables sur la durée d’une vie humaine. Dès lors, le 
monde scientifique doit agir pour proposer des solutions durables, c'est-à-dire 
qu’il doit prendre en compte les composants à la fois environnementaux, 
économiques et sociaux. Mais pour espérer ne pas devoir subir les 
conséquences du mode de consommation actuel, il faudra faire plus qu‘une 
simple diminution de la consommation de carbone fossile. Or, les dernières 
prévisions de l’Agence Internationale de l’Énergie prévoient une augmentation 
de 30 % de la consommation de pétrole d’ici à 2035. À terme, il ne faut pas 
se contenter de penser à la réduction de la consommation des ressources 
fossiles, mais il faut envisager de se tourner, en définitive, vers une société 
« zéro carbone ». Peu d’éléments du tableau périodique permettent 
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d’envisager cette solution. Et un seul est cité comme modèle : il s’agit de 
l’hydrogène.  

Ainsi, ce travail se penche sur un des moyens de production renouvelable de 
l’hydrogène (ou encore biohydrogène) : la voie microbiologique. Plusieurs 
facteurs d’optimalisation du bioprocédé ont été étudiés afin de faire avancer 
son application à une plus grande échelle. Ce manuscrit est constitué de cinq 
sections, à savoir, une introduction générale, trois sections abordant les 
résultats de recherches et, pour finir, une section de discussion générale 
reprenant également les conclusions et perspectives de ces travaux. Chacune 
des sections est sous-divisée en chapitres permettant la séparation des 
différents articles de recherches. 

Une revue bibliographique est abordée dans la 1ère section de ce travail. La 
capacité de microorganismes à produire de l’hydrogène a été découverte à la 
fin des années 70’ à partir de l’étude des populations de microorganismes 
anaérobies. Elle est aujourd’hui envisagée en couplage avec d’autres 
technologies de production de bioénergie, notamment dans le domaine du 
traitement des eaux usées industrielles. Depuis la découverte du biohydrogène 
microbiologique, de nombreux auteurs se sont penchés sur le sujet et ont 
permis de développer les techniques de fermentation permettant de 
comprendre et d’améliorer cette voie de production. Les différentes voies de 
production de biohydrogène ainsi que les voies microbiologiques sont 
passées en revue, de même que les moyens d’optimisation déjà mis en 
évidence. Cette section se conclut sur les objectifs du travail réalisé. 

La partie consacrée aux résultats et sous-divisée en trois sections reprenant six 
articles de recherches publiés, soumis ou à soumettre dans divers journaux 
scientifiques. La première de ces parties de résultats (2ème section) est 
consacrée au passage de cultures pures en cultures mixtes. En effet, au CWBI, 
le travail en culture avec une seule souche a permis l’étude fondamentale des 
conditions de culture, mais ce mode de travail n’est cependant pas applicable 
à plus grande échelle. Cette section est composée de deux articles abordant 
successivement l’étude de consortia de souches anaérobies strictes et 
facultatives, et l’étude du fonctionnement à long terme de bioréacteurs 
inoculés en culture pure, dans lesquels ont été développés, par la suite, une 
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population microbienne mixte en vue d’étudier son influence sur la production 
d’hydrogène. 

La seconde partie des résultats (3ème section) se penche sur l’étude du transfert 
massique liquide-gaz découlant des considérations à propos de l’effet 
inhibiteur de l’hydrogène sur sa propre production. Dans le premier article, 
l’étude est portée au niveau fondamental afin de montrer une relation entre 
l’hydrogène dissout, le transfert massique et les performances de production 
d’hydrogène. Dans les deuxième et troisième articles, ces théories sont 
appliquées à un bioréacteur original créé au sein du laboratoire, visant à 
améliorer les conditions de transfert massique. Ce bioréacteur a permis 
d’atteindre de très bonnes performances en comparaison avec les 
bioréacteurs classiques à cuves agitées, notamment au niveau des rendements 
de conversion du glucose en hydrogène. Son fonctionnement sur de longues 
périodes et en différentes conditions de pression totale est abordé dans ces 
chapitres.  

La troisième partie des résultats (4ème section) vise, quant à elle, à améliorer 
les productivités par l’ajout, en très faible concentration, de nanoparticules 
métalliques. Si les effets de ces nanoparticules ont montré des améliorations 
au niveau des taux de production d’hydrogène, cette recherche ouvre de 
nombreuses perspectives de recherches afin de permettre la compréhension, 
au niveau fondamental, des interactions mises en œuvre entre les 
microorganismes et les nanoparticules. Plusieurs déductions et hypothèses sont 
mises en évidence, mais une meilleure compréhension de ces phénomènes 
pourrait également ouvrir la voie à de nouvelles applications faisant intervenir 
conjointement microorganismes et nanoparticules. 

Ce manuscrit se clôture sur une synthèse des principaux résultats abordés 
dans les chapitres précédents et sur une discussion comparative avec la 
littérature scientifique ainsi que sur les possibilités d’application du 
bioprocédé à l’échelle industrielle. Quelques perspectives de recherches sont 
également avancées en guise de conclusion. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

1ère section - Introduction  
  



 

2 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I – Revue bibliographique et état 
de l’art 



 

4 

 



Chapitre I – Revue bibliographique et état de l’art 

5 

1. Contexte énergétique et environnemental 

Sur la planète Terre, on estime à plusieurs millions le nombre d’espèces 
biologiques qui y vivent ou survivent. Parmi cette multitude, l’homme compte, 
en ce début de XXIème siècle, sept milliards d’individus. Il s’agit d’une 
population appelée à poursuivre une croissance démographique intense dans 
les prochaines décennies, atteignant probablement les neuf milliards à 
l’horizon 2050 (Okkerse et van Bekkum, 1999).  

L’homme consomme, pour se nourrir, se chauffer, se déplacer, communiquer, 
créer, etc. Le mode de fonctionnement qu’il a adopté au cours du siècle passé 
a imposé à nos sociétés, mais surtout à la planète, un rythme d’activité qui est 
aujourd’hui arrivé à un point de non-retour. L’incidence des activités humaines 
sur notre environnement est et sera responsable de modifications majeures 
qu’il n’est d’ores et déjà plus possible d’éviter, tant à court qu’à long terme. 
La biodiversité, le climat, la santé humaine, l’approvisionnement en eau et en 
nourriture, la sécurité énergétique, tous ces éléments sont de près ou de loin 
liés à la consommation intense actuelle de ressources fossiles (Bernard Seguin 
et Soussana, 2008). En effet, pour satisfaire l’humanité, l’énergie est devenue 
l’élément crucial auquel le monde s’est attaché pour assurer sa croissance. 
Avec l’augmentation de la population et de ses besoins, la demande 
énergétique ne fait que croître et, dans le mode de fonctionnement actuel, 
accentuer les facteurs qui auront des effets aussi imprévisibles que 
dévastateurs (Wigley, 1985).  

Le monde obtient actuellement près de 80% de son énergie à partir de 
combustibles fossiles non renouvelables (charbon, pétrole, gaz naturel, etc.) 
(Demirbas, 2007; Lior, 2010). Ces ressources sont certes abondantes, mais 
pas inépuisables. On prévoit, par exemple, le pic de production pétrolier 
entre 2015 et 2030. Mais surtout, l’utilisation de ces combustibles rejette 
d’importantes quantités de gaz dans l’atmosphère, dont les conséquences sont 
le réchauffement climatique (CO2, CH4, ozone, …), les pollutions 
environnementales (SOx, …) et les risques pour la santé humaine (CO, 
NOx, …). Depuis quelques années, les attentions se sont focalisées sur le 
dioxyde de carbone, intimement associé à l’augmentation de l’effet de serre 
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qui engendre et engendrera des conséquences à l’échelle mondiale (Luo et 
Weng, 2011; Wigley, 2005). 

Ainsi, il est essentiel d’agir, pour le présent comme pour l’avenir. Face à cette 
double nécessité, deux actions complémentaires sont réalisables : utiliser 
moins d’énergie en diminuant la consommation (par l’augmentation de 
l’efficacité énergétique, l’utilisation rationnelle des ressources, la 
conscientisation des populations, etc.) et remplacer les sources d’énergie 
fossile par des sources à l’incidence réduite, voire nulles, sur l’environnement 
(Lior, 2010; Searcy et Flynn, 2010).  

Actuellement, les 20% d’énergie dont la source est non-fossile sont partagés 
entre l’énergie nucléaire et les énergies renouvelables et sont essentiellement 
dédiés à la production d’électricité. Bien que la première n’émette dans 
l’atmosphère aucun rejet polluant, son exploitation en centrale nucléaire 
souffre aujourd’hui d’une image écornée par les catastrophes qui jalonnent 
l’Histoire. Par ailleurs, le stockage des déchets nucléaires pose de sérieuses 
questions environnementales sur le très long terme. Dès lors, il apparaît que 
les énergies renouvelables (biomasse, solaire, éolien, géothermique ou 
hydraulique) sont appelées à prendre une place de plus en plus importante 
dans notre quotidien (Antoni et al., 2007; Cherubini et Strømman, 2011; 
Luque et al., 2008). Cependant, l’adoption d’un système libre de carbone 
implique une profonde mutation de la société, tant sur le plan sociétal que 
technologique et économique, et prendra du temps et de l’argent pour se 
mettre en place partout et pour tous. Récemment, l'attention accrue portée à la 
diversification des sources énergétiques, notamment pour la production 
d’électricité, a néanmoins permis d’entrevoir la généralisation de ces modes 
de production propres ou, à tout le moins, de conscientiser, sensibiliser et 
faire accepter ces technologies à l’ensemble de la population (Jegannathan et 
al., 2009; Taibi et al., 2012).  

Le passage à un autre système de production et à une autre utilisation 
énergétique ne peut toutefois pas être dissocié de la question du transport et 
du stockage de cette énergie. Actuellement, les vecteurs énergétiques, qui 
permettent l’acheminement de l’énergie depuis son lieu de production jusqu’à 
l’utilisateur final, sont essentiellement répartis entre l’électricité et les 
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combustibles fossiles. Or, dans le cadre d’une société zéro carbone, le 
recours à ces derniers devra être minimisé. Il faut donc trouver et développer 
un vecteur énergétique qui puisse répondre aux demandes et besoins de la 
société actuelle, c'est-à-dire qui soit applicable tant pour le chauffage ou 
l’éclairage domestique que pour les moyens de transport ou les besoins de la 
production industrielle (Kothari et al., 2010; Mazloomi et Gomes, 2012; 
Wonglimpiyarat, 2010).  

Dans ce contexte, afin de parvenir à la fois à la production et au transport de 
l’énergie en minimisant les impacts sur l’environnement, l’hydrogène apparaît 
comme un candidat de choix répondant à tous les critères de sélection 
(Barreto et al., 2003; Fukushima et al., 2011). Abondant et universel, il est, 
par définition, exempt de carbone. Il peut être produit à partir de toutes les 
énergies renouvelables, mais aussi à partir des énergies fossiles, ce qui 
permettra d’effectuer la transition vers l’abandon de ces sources. À l’autre 
bout de la chaîne, il est utilisable tant pour la production de chaleur que 
d’électricité, à des fins domestiques, industrielles ou de transport. Entre sa 
production et son utilisation, il peut être employé pour stocker facilement de 
l’énergie en grande quantité. À ce titre, la société de demain devra être axée 
sur cet élément (Bockris, 2002; Jain, 2009; Moriarty et Honnery, 2009). Les 
défis restent nombreux, tant pour la diminution des coûts de production et 
d’utilisation que pour l’acceptation sociétale d’une technologie nouvelle 
encore considérée comme dangereuse ou peu fiable. La transition ne se fera 
pas du jour au lendemain, mais les intérêts conjoints des acteurs politiques, 
des grands groupes industriels et des scientifiques permettent de considérer 
l’arrivée de l’hydrogène comme très proche (Marban et Vales-Solis, 2007; 
Zidansek et al., 2009).  
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2. L’hydrogène : vision d’avenir 

L’hydrogène a été identifié en tant qu’élément en 1766 par Cavendish. Ce 
dernier a montré que le gaz issu de la réaction de l’acide chloridrique (HCl) 
avec du zinc pouvait s’enflammer et former de l’eau. En outre, cette 
découverte a mené, en 1788, à la découverte de la composition chimique de 
l’eau H2O. Par la suite, Lavoisier a nommé cet élément à partir des mots grecs 
hydro et genes, littéralement formant de l’eau. En 1800, l’électrolyse de l’eau 
produisant hydrogène et oxygène fut découverte par Nicholson et Carlisle. En 
1889, Mond et Langer construisirent la première pile à combustible. Dès le 
début du XXème siècle, les inventeurs utilisèrent l’hydrogène pour alimenter les 
moteurs à combustion interne (1920) ou les systèmes de propulsion de fusées 
spatiales (1958). Les premières idées de la « société hydrogène » se 
développèrent dans les années 70, suggérant que son utilisation pourrait être 
avantageuse en comparaison aux produits pétroliers dont les prix explosaient 
suite au premier choc pétrolier de 1973 (Bockris, 2002). Depuis lors, 
plusieurs États consacrent une partie importante de leur budget R&D à 
l’hydrogène, dont les applications pratiques deviennent opérationnelles 
(voiture à piles à combustible par Daimler en 1994, production industrielle de 
piles à combustible par Ballard en 2000, etc.) (Demirbas, 2009). 
Aujourd’hui, les premiers véhicules commercialisés au grand public sont 
présents sur le marché (Allemagne, USA ou encore Japon dès 2015), en 
parallèle avec le développement du réseau de stations à hydrogène. Par 
ailleurs, plusieurs applications industrielles se sont développées, par exemple 
dans le domaine de la grande distribution (chariots élévateurs chez Wallmart, 
Colruyt, etc.) (Barreto et al., 2003). 

La molécule d’hydrogène (H2) est constituée de deux atomes d’hydrogène 
formant une molécule apolaire pouvant être ortho- ou para- selon le spin des 
deux protons. C’est un gaz incolore, inodore et non toxique. Premier élément 
du tableau de Mendeleïev, l’hydrogène est la substance chimique la plus 
légère (2.016 g·mol-1 pour le dihydrogène gazeux, densité gazeuse de 
0.069). Il possède trois isotopes dont le premier (1H1) constitue 99.985% des 
occurrences naturelles. En condition normale de pression, il possède une 
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température de fusion de 14.1 K (-259.05 °C), une température d’ébullition 
de 15.5 K (-257.65 °C) et est très peu soluble dans l’eau (1.57 mg·L-1).  

Il s’agit du plus abondant des éléments de l’univers, comptant près de 75% de 
la masse visible dans les galaxies et étoiles. Sur Terre, on ne retrouve 
l’hydrogène dans l’atmosphère qu’à l’état de trace (quelques ppm) sous sa 
forme moléculaire H2, mais il est présent dans les molécules d’eau, dans les 
molécules organiques (vivantes ou fossilisées) ainsi que dans bon nombre de 
composés minéraux. À ce titre, il est présent partout sur la planète mais, 
puisqu’il n’est pas disponible à l’état naturel, il doit être considéré comme un 
vecteur énergétique et non comme une source d’énergie (Jain, 2009; 
Mazloomi et Gomes, 2012). Une molécule d’hydrogène réagit avec deux 
molécules d’oxygène en une réaction exothermique (PCI 119 kJ·kg-1 ; PCS 
142 kJ·kg-1), qui peut également être contrôlée pour produire de l’électricité. 
En outre, le seul produit généré lors de cette réaction est une molécule d’eau. 
L’utilisation de l’énergie générée par cette combustion est dès lors 
extrêmement avantageuse en comparaison avec les combustibles fossiles, 
puisque non accompagnée de rejets gazeux polluants ou nocifs.  

Actuellement, c’est principalement dans l’industrie chimique qu’est utilisé 
l’hydrogène en tant que réactif plutôt que comme vecteur énergétique 
(Andrews et Shabani, 2012). En effet, il est employé comme réactif principal 
lors de la synthèse d’ammoniac (production d’engrais), de méthanol, de 
carburants de synthèse (via le procédé Fischer-Tropsch, par exemple) ou 
d’eau oxygénée, mais aussi lors des opérations de raffinage pétrolier 
(hydrocracking et hydrotraitement, désulfuration, …). Dans ce domaine, il faut 
noter que certaines opérations du raffinage produisent également de 
l’hydrogène comme sous-produit de réaction, dès lors réutilisé au sein même 
de l’unité (opération de cracking thermique ou catalytique, reformage 
catalytique, …) (Demirbas, 2009). Au niveau mondial, l’ensemble de cette 
consommation représente un volume annuel de 630 milliards de Nm³ (soit 
8.2 EJ ou encore 56.8 millions de tonnes). Il faut ici se rendre compte que ce 
volume correspond à 1.7% de la consommation mondiale d’énergie primaire 
(chiffres 2009 : Association Française pour l’Hydrogène, www.afh2.org).  
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Néanmoins, l’utilisation de l’hydrogène comme vecteur énergétique est 
appelée à être fortement développée dans le futur, cela en parallèle avec une 
augmentation et une diversification des moyens de production (Crabtree et 
Dresselhaus, 2008; Marban et Vales-Solis, 2007; Mazloomi et Gomes, 
2012). En effet, l’hydrogène est d’ores et déjà utilisable avec des 
technologies éprouvées, telles que les moteurs à combustion interne, qui 
pourraient constituer un moyen de transition pour la généralisation de son 
emploi. Par ailleurs, le développement des piles à combustible et surtout la 
diminution de leurs coûts de production permettent d’envisager leur 
commercialisation au grand public afin de produire de l’électricité 
(application stationnaires locales ou alimentation des véhicules en couplant 
une pile à combustible à un moteur électrique), de la chaleur ou de l’électricité 
en cogénération. L’utilisation de l’hydrogène serait également avantageuse 
dans les régions du monde où la part d’électricité renouvelable est supérieure 
à 15%, ce qui entraine des problèmes d’approvisionnement en raison du côté 
variable de la production dépendant des conditions environnementales. 
L’utilisation de l’hydrogène y serait envisagé comme moyen de stockage par 
électrolyse lors de production excédentaire tandis que, à l’opposé, lorsque la 
demande serait supérieure à la production, il pourrait être reconverti en 
électricité (Yang, 2008). Outre son absence de rejets polluants, la pile à 
combustible présente des efficacités énergétiques nettement plus élevées que 
les moteurs à explosion, respectivement de l’ordre de 50 à 85% pour la pile à 
combustible (selon le type, la plage de température et le mode de 
fonctionnement de la pile à combustible utilisée) contre 20 à 30% pour un 
moteur à explosion et jusqu’à 40% dans une turbine (Dufour et al., 2009; 
Hacatoglu et al., 2012; Nowotny et Veziroglu, 2011).  

Du point de vue de la sécurité, l’hydrogène est un gaz inflammable et explosif 
dans des gammes de concentration plus étendues que les combustibles usuels 
(limite d’inflammabilité et d’explosivité dans l’air, respectivement 4 – 75% et 
13 – 65%). Les risques d’explosion lors de l’utilisation sont dès lors bien réels, 
mais sont maîtrisés dans les procédés actuellement mis sur le marché. Par 
ailleurs, le coefficient de diffusion de l’hydrogène dans l’air (0.61 cm2·s-1, soit 
près de quatre fois plus que le méthane), en plus de sa faible densité, fait que 
le gaz n’a pas tendance à former de poches explosives et se disperse 
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rapidement, sortant, de ce fait, des concentrations critiques (Andrews et 
Shabani, 2012). 

L’obstacle principal à l’utilisation massive d’hydrogène, notamment pour les 
applications au transport routier, réside en sa faible énergie volumique. 
L’hydrogène a, en effet, une meilleure densité énergétique massique que les 
autres combustibles conventionnels (en kJ·kg-1), mais 1 g d’hydrogène occupe 
un volume gazeux de 11 L à pression atmosphérique. Or, l’espace de 
stockage est un point important dans la conception de véhicules routiers. Il 
faut dès lors utiliser le moyen de stockage le plus efficace (quantité 
d’hydrogène embarquée par volume mais aussi par masse de l’installation), 
afin de permettre une autonomie suffisante mais aussi une sécurité 
d’utilisation, un coût acceptable, une facilité et une rapidité de remplissage 
(Crabtree et Dresselhaus, 2008; Mazloomi et Gomes, 2012; Moriarty et 
Honnery, 2010). Les méthodes actuellement envisagées sont le stockage sous 
forme comprimée (350 ou 700bar et température ambiante), sous forme 
liquide (pression atmosphérique mais à faible température : 21 K) ou en 
association avec des composés solides. Les deux premières méthodes sont 
associées à de très grands coûts énergétiques de compression ou de 
liquéfaction (jusqu’à 40% du contenu énergétique de l’hydrogène peut être 
dépensé pour ces opérations). Les absorptions sur solide (complexes 
d’hydrures ou hydrures métalliques, physisorption, etc.) souffrent quant à elles 
d’une faible capacité d’adsorption et de problèmes de réversibilité. 
Actuellement, plusieurs villes européennes ont développé des transports en 
commun (bus) voyageant à l’hydrogène (Allemagne, Italie, France, etc.), un 
large espace de stockage étant disponible sur la toiture du véhicule. Les 
premiers véhicules tout public « zéro émission » (ZEV) commercialisés 
promettent une autonomie de près de 400 à 500 km selon le cycle de 
conduite (Hacatoglu et al., 2012). Ainsi, se pose actuellement le dilemme dit 
de « l’œuf ou la poule » quant au développement de stations de recharge en 
hydrogène nécessaires au développement du parc automobile ZEV et vice et 
versa.  

Tous ces développements technologiques font progresser la dissémination de 
l’utilisation de l’hydrogène à travers le monde. Cependant, même si 
l’utilisateur final peut revendiquer ne produire que de l’eau lors de l’utilisation 
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de son véhicule ZEV, il ne peut actuellement pas affirmer ne pas engendrer de 
rejet de CO2 dans l’atmosphère (Dufour et al., 2009; Gorensek et Forsberg, 
2009; Hacatoglu et al., 2012). En effet, l’hydrogène n’étant qu’un vecteur 
énergétique, il faut prendre en compte la source de production, les étapes de 
production, de transport et de production des infrastructures pour évaluer les 
rejets totaux dans l’environnement. Or, actuellement, près de 95% de la 
production mondiale d’hydrogène est réalisée à partir des sources d’énergie 
fossile dans des procédés thermochimiques énergivores car menés à hautes 
pressions et hautes températures (Bartels et al., 2010; Holladay et al., 2009; 
Momirlan et Veziroglu, 2002; Pilavachi et al., 2009). C’est le gaz naturel qui 
est principalement utilisé dans le procédé de reformage à la vapeur (48% de 
la production totale d’hydrogène), avant les liquides pétroliers (30%) par 
reformage catalytique ou oxydation et le charbon (18%) par gazéification. 
Les gaz obtenus sont un mélange d’hydrogène, de CO, de CO2 et, parfois, de 
CH4. Ces gaz doivent dès lors être purifiés ultérieurement. À côté de ces 
sources fossiles, 4% de l’hydrogène mondial est produit par électrolyse de 
l’eau, qui peut être considéré comme renouvelable lorsque l’électricité est 
produite par l’énergie solaire, éolienne ou hydraulique (Kotay et Das, 2008). 
Plus récemment, de nombreuses recherches sont effectuées afin d’exploiter 
chimiquement ou biologiquement la biomasse comme source d’énergie 
renouvelable, dès lors sans « re-largage » de CO2 dans l’atmosphère 
(Abbasi et Abbasi, 2011; Dufour et al., 2012; Hallenbeck et Ghosh, 2009; 
Moriarty et Honnery, 2012).  
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3. BioH2 : L’hydrogène à partir de biomasse 

À l’avenir, c’est une part croissante de la production d’énergie qui le sera à 
partir de biomasse et ce, avec l’accentuation de l’utilisation des énergies 
renouvelables. Le concept de biomasse se réfère à toutes les matières 
organiques biodégradables et non fossilisées originaires de plantes, 
d’animaux ou de microorganismes (Abbasi et Abbasi, 2010; Demirbas, 
2009; Rittmann, 2008). La biomasse constitue une ressource énergétique 
attractive en raison de son aspect renouvelable, de la réduction des émissions 
de gaz à effet de serre ou de gaz nocifs et de son potentiel économique 
avantageux, cela notamment face à l’augmentation des prix des ressources 
fossiles. Il faut être conscient que la combustion, ou transformation, de la 
biomasse en un autre biocarburant entraîne un rejet de CO2 dans 
l’atmosphère. Cependant, ce dernier n’est pas considéré comme gaz à effet 
de serre car il n’engendre pas d’apports nets dans la mesure où tout CO2 
organique a été antérieurement métabolisé lors de la photosynthèse (Dale et 
Ong, 2012; Mansilla et al., 2012; Turner et al., 2008). 

Les procédés développés pour exploiter cette biomasse à des fins 
énergétiques sont actuellement tournés vers la production de biocarburants. Ils 
peuvent être thermochimiques ou microbiologiques comme, par exemple, la 
liquéfaction, la pyrolyse, la gazéification, l’hydrolyse et la fermentation. La 
combustion permet, quant à elle, la production directe de chaleur (et 
d’électricité dans le cas de la cogénération). Les biocarburants liquides les 
plus produits actuellement, principalement à destination du secteur 
automobile, sont le bioéthanol (94% de la production totale de 
biocarburants), le biodiesel et d’autres bio-alcools. Le biogaz est, quant à lui, 
un biocarburant constitué de méthane et de CO2 obtenu par digestion 
anaérobie (Holzman, 2005).  

Cependant, à côté de ces biocarburants applicables aux technologies 
actuelles, il faut dès à présent préparer la production d’hydrogène en plus 
grande quantité en plus de se tourner vers des sources d’énergies 
renouvelables. Dès lors, plusieurs méthodes pour produire de l’hydrogène à 
partir de biomasse se développent et seront appelées à coexister afin 
d’accroître et de diversifier les moyens et sources de production (Balat, 
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2009a; Nath et Das, 2004a). C’est le biohydrogène (bioH2), un vecteur 
énergétique produit à partir de sources renouvelables qui permet de minimiser 
voire d’annuler l’utilisation d’hydrocarbures, ou à tout le moins de se 
substituer à eux (Briguglio et al., 2010). Un schéma d’ensemble des 
technologies productrices d’hydrogène à partir de sources renouvelables ou 
non est repris à la Figure 1.  

 
Figure I - 1: Voies de production d’hydrogène industriellement appliquées ou envisagées. Les 
voies indiquées en vert correspondent aux procédés microbiologiques étudiés dans ce travail. 

Le biohydrogène peut être produit par des méthodes (thermo-) chimiques, 
biologiques, biochimiques ou bio-photo-catalytiques à partir de biomasse 
(Balat et Kirtay, 2010; Cetinkaya et al., 2012). Actuellement, aucune de ces 
technologies n’a été portée au niveau industriel. La gazéification ou la 
pyrolyse ne sont toutefois énergétiquement rentables que pour de la biomasse 
relativement sèche (plus de 25% de matière sèche), puisque l’évaporation de 
l’eau à partir d’un matériau trop humide implique une importante perte 
d’énergie. Dès lors, ces procédés sont principalement envisagés à partir de 
bois ou de déchets agricoles secs (Kalinci et al., 2009). D’importants 
développements scientifiques et technologiques sont attendus dans ce 
domaine afin d’améliorer les réacteurs, catalyseurs et conditions de réactions 
pour permettre l’application de ces procédés à plus grande échelle (Bičáková 
et Straka, 2012; Bocci et al., 2011; Cohce et al., 2011; Lai et al., 2011; 
Levin et Chahine, 2010; Olivo et al., 2011). 
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Ces premières voies intensives de valorisation énergétique en hydrogène ne 
permettent pas le traitement de la matière organique semi-solide ou en 
solution générée par les activités humaines. On évalue à plus de 1.5 kg la 
quantité de déchets organiques par habitant (500 g de déchets ménagers, 
100 g de matière en suspension ou solution et 1 kg de matière liée à l’activité 
industrielle rapportée au nombre d’habitants). Ces déchets sont d’ordinaire 
collectés pour être traités sans valorisation énergétique (méthodes d’épuration 
biologique) ou, à défaut, rejetés dans l’environnement. Or, leur haute teneur 
organique fait qu’ils ont encore une valeur énergétique résiduelle, valorisable 
notamment par l’action de microorganismes. Ces derniers peuvent produire 
une large gamme de biocarburants selon le type et les conditions de culture 
(Antoni et al., 2007; Ibrahim, 2012). Les procédés de fermentation anaérobie 
permettent la production d’un biogaz, dont les molécules CH4 et H2 peuvent 
être extraites et exploitées à des fins énergétiques. En sélectionnant les types 
de microorganismes entrant en action ou les conditions de déroulement du 
procédé, il est possible d’orienter l’activité des microorganismes vers la 
production exclusive d’hydrogène, permettant une production énergétique 
couplée à un traitement des matières organiques (Digman et Kim, 2008; 
Fernandes et al., 2010; Levin et al., 2004).  
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4. La production d’H2 par les microorganismes 

 
Figure I - 2 : Voies de production microbiologique (fermentative ou photosynthétique) 
d’hydrogène et microorganismes couramment associés. La voie mise en évidence en vert 
représente celle étudiée dans ce travail. 

On relève trois voies représentatives de la production d’hydrogène des 
microorganismes : la biophotolyse (par les algues vertes telles 
Chlamydomonas ou cyanobactéries telles Anabaena ou Oscillatoria), la 
photo-fermentation (par les bactéries pourpres telles Rhodobacter ou 
Rhodospirillum) et la fermentation anaérobie (par bactéries anaérobies telles 
les Clostridies ou Enterobacteriaceae) (Figure 2). Ces microorganismes 
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requièrent de l’énergie lumineuse (phototrophes), des substrats carbonés 
(chimiotrophes), ou les deux, pour croître, produire de l’hydrogène et se 
développer (Hallenbeck et al., 2012; Nandi et Sengupta, 1998; Tsygankov, 
2007).  

Les avantages des uns et des autres microorganismes sont variés et parfois 
complémentaires. Les microorganismes phototrophes atteignent des 
rendements très intéressants mais des productivités très faibles (Das et 
Veziroglu, 2001; Eroglu et Melis, 2011). À l’inverse, les chimiotrophes ont de 
très bonnes productivités mais des rendements limités (Hallenbeck, 2005). 
L’association de différents microorganismes en un procédé à deux étapes est 
également un sujet d’étude ayant pour objectif d’accroître les performances 
de production d’hydrogène.  

Les avantages et les limitations de chacun des procédés microbiologiques tels 
que développés de nos jours sont repris dans le Tableau 1. Actuellement, le 
développement de ces technologies est toujours au stade du laboratoire à 
petite et moyenne échelle (de quelques mL à quelques m³) (Berberoglu et 
Pilon, 2010; Cheng et al., 2011a; Levin et al., 2004). En effet, de nombreux 
phénomènes sont encore inexpliqués ou sujets à discussions (Das et Veziroglu, 
2008; Hallenbeck et Benemann, 2002). Les applications pilotes et 
industrielles à plus grande échelle sont attendues pour le milieu du siècle, 
avec le développement du réseau et de l’utilisation de l’hydrogène et en 
association avec des étapes de traitement de déchets (eaux usées, déchets 
agricoles, etc.) (Hallenbeck et al., 2012; Melis et Melnicki, 2006).  
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Tableau I - 1 : Avantages et inconvénients des procédés microbiologiques de production 
d’hydrogène. Les rendements lumineux sont estimés sur la conversion en hydrogène de 
l’énergie lumineuse apportée. Adapté de Hallenbeck et al. (2012) et Das et Veziroglu (2008). 
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4.1. Transfert d’électrons et hydrogénases 
D’une manière générale, la production biologique d’hydrogène est le résultat 
de l’action d’enzymes capables de réduire des protons libres dans le milieu 
de culture en hydrogène moléculaire. Ces enzymes incluent les familles des 
hydrogénases et nitrogénases (Frey, 2002; Kontur et al., 2012; Mathews et 
Wang, 2009). Cependant, la production d’hydrogène n’est pas une fin en soi 
pour la bactérie. En effet, l’étape de réduction enzymatique des protons fait 
partie intégrante des procédés biochimiques mis en œuvre au sein de la 
cellule pour produire son énergie et croître. Le moteur énergétique des cellules 
réside en la rupture des liaisons chimiques énergétiques (dégradation en 
plusieurs étapes du glucose à la formation d’ATP et CO2) ou en l’excitation 
des électrons au sein des chloroplastes. C’est ensuite par l’intermédiaire d’un 
enchaînement de réactions d’oxydoréduction réalisées via des transporteurs 
intermédiaires (cofacteurs ou enzymes tels que les ferrédoxines, NAD(P)H, 
etc.), que les électrons sont transférés jusqu’aux enzymes terminales. Le 
métabolisme permet ainsi la production de molécules énergétiques, telles que 
l’ATP, afin d’assurer l’ensemble des mécanismes de croissance et de division 
cellulaire. Par ailleurs, il engendre le rejet de CO2 et d’autres composés 
organiques en solution (Delaney et al., 1984; Hatch et Finneran, 2008; Smith 
et al., 2012; Trohalaki et Pachter, 2010). Il faut noter que d’autres protéines 
permettent le transport d’électrons, telles que les flavoprotéines ou les 
cytochromes, mais ces dernières ne sont d’ordinaire pas associées aux 
mécanismes aboutissant à la production d’hydrogène (Lovley, 2008a).  

Afin d’obtenir des quantités significatives d’hydrogène produit par un 
microorganisme, il faut que la cellule ait optimisé chacune des étapes de son 
métabolisme pour pouvoir en tirer un avantage énergétique. Lorsque les 
conditions sont rencontrées, ce sont principalement les hydrogénases qui sont 
responsables de la réduction réversible finale des protons en hydrogène, 
selon l’équation 1 (Frey, 2002; Gogotov et Azova, 1976; Kim et Kim, 2011; 
Redwood et al., 2008; Trohalaki et Pachter, 2010). 
Réduction des protons dans les hydrogénases 
2 H+ + 2 e- ↔ H2 (I - 1) 
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Les hydrogénases (Hyd ou H2ase) sont classées selon les combinaisons 
qu’elles forment avec les ions métalliques et cofacteurs (Figure 3). On 
distingue ainsi les [NiFe]-hydrogénases, largement exprimées chez les 
bactéries et Archaea, les [FeFe]-hydrogénases, présentes chez les bactéries 
anaérobies strictes ou facultatives et les [Fe]-hydrogénases, présentes 
seulement chez certains organismes méthanogènes et Archaea (Heinekey, 
2009; Vignais et Colbeau, 2004; Wu et Mandrand, 1993).  

 
Figure I - 3 : Schémas de structure de [A] [NiFe], [B] [FeFe] et [C] [Fe-] hydrogénases. Adaptés 
depuis RCSB Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb/). 

Le mécanisme réactionnel consiste généralement en l’oxydation des 
transporteurs d’électrons à la surface de l’enzyme. Au sein de l’enzyme, les 
électrons évoluent ensuite vers les protons à l’autre bout pour réduire ces 
derniers. L’hydrogène moléculaire formé diffuse par la suite depuis le site actif 
au travers des canaux de diffusion de l’enzyme.  

Une caractéristique importante des hydrogénases est leur inactivation en 
présence d’oxygène auquel elles sont extrêmement sensibles. Cette 
inactivation est réversible ou irréversible selon l’hydrogénase. En effet, dans la 
nature, l’oxygène est un meilleur accepteur d’électrons que les protons. Ce 
mécanisme permet donc à la cellule de privilégier le transfert d’électrons vers 
l’oxygène lorsque celui-ci est disponible afin d’en tirer un bénéfice 
énergétique plus important (Friedrich et al., 2011).  

De récentes recherches ont montré une très grande diversité des hydrogénases 
au sein des microorganismes producteurs d’hydrogène, notamment les [FeFe]-
hydrogénases chez les bactéries anaérobies (Calusinska et al., 2010). Dans 
ces hydrogénases, les sites actifs sont constitués de centres fer-souffre 
coordonnés par des ligands CO et CN et regroupés dans un cluster H du côté 
C-terminal de la protéine (Figure 4).  
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Figure I - 4 : Site actif d’une [FeFe]-hydrogénases de C. pasteurianum. Adapté depuis Camara 
et Rauchfuss (2012). 

À l’autre bout, dans un cluster F, la présence de cystéines a été mise en 
évidence à différents endroits, homologues aux ferrédoxines bactériennes, 
favorisant probablement les interactions avec les partenaires redox et l’arrivée 
des électrons dans la protéine (Figure 5).  

 
Figure I - 5 : Schéma de l’hydrogénase Cpl de C. pasteurianum. Les flèches représentent les 
voies de diffusions des électrons, des protons et de l’hydrogène moléculaire produit, vers et 
depuis le cluster H. Adapté depuis TCBG, www.ks.uiuc.edu/research/hydrogenase.  

Ces découvertes laissent penser que ces structures moléculaires très 
diversifiées jouent des rôles différents au sein de la cellule, permettant à celle-
ci de réorienter rapidement les flux d’électrons lors de changements de 
conditions environnementales. (Calusinska et al., 2011; Gogotov et Azova, 
1976; Trohalaki et Pachter, 2010)  

Un mécanisme de production d’hydrogène existe également chez les 
bactéries fixatrices d’azote qui convertissent ce dernier en ammoniac afin de 
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le combiner pour la formation d’acides aminés puis d’acides nucléiques et de 
protéines (Asada et Miyake, 1999; Hallenbeck, 1983; Khetkorn et al., 
2010). Cependant, ces réactions sont consommatrices d’énergie (ATP) pour la 
cellule et n’interviennent donc que lorsque celle-ci est en carence d’azote 
(équations 2 et 3). Outre la voie de fixation de l’azote, la nitrogénase 
catalyse également la réaction de conversion directe des protons en 
hydrogène, mais ce procédé est d’autant plus consommateur d’ATP et 
n’intervient donc que lorsque les conditions sont particulières (Asada et 
Miyake, 1999; Eroglu et Melis, 2011). Les nitrogénases utilisent plusieurs 
centres métalliques pour réaliser leurs réactions, notamment via des ions Mo 
et des cofacteurs Fe et S (Figure 6).  

Mécanisme de production d’hydrogène par les nitrogénases : 
N2 + 8 H+ + 8 e- + 16 ATP → 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi  (I - 2) 

En l’absence de N2 : 
8 H+ + 8 e- + 4 ATP → H2 + 4 ADP + 4 Pi  (I - 3) 

 
Figure I - 6 : Schéma de structure d’une [MoFe]-nitrogénase. Adapté depuis RCSB Protein Data 
Bank (www.rcsb.org/pdb/). 

4.2. Biophotolyse 
Les microorganismes réalisant la biophotolyse sont des photo-autotrophes qui 
utilisent l’énergie lumineuse et leur système photosynthétique pour, in fine, 
dissocier les molécules d’eau en hydrogène et oxygène. Cette voie de 
production est attractive car elle ne nécessite comme substrat que de l’eau et 
de la lumière. On distingue deux mécanismes de production : la biophotolyse 
directe et la biophotolyse indirecte (Akkerman et al., 2002).  
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La biophotolyse directe correspond à la conversion de l’eau en hydrogène et 
en oxygène par les algues vertes (dont Chlamydomonas reinhardtii est la 
souche la plus connue et étudiée) (Esquível et al., 2011; Ghysels et Franck, 
2010; Vijayaraghavan et al., 2009). En raison de l’énergie libre1 positive de 
photolyse de l’eau (équation 4), l’apport de lumière est nécessaire et permet 
l’excitation des électrons de l’eau qui sont transportés par la chaîne 
photosynthétique vers les protons pour former l’hydrogène moléculaire et, au 
passage, permettre la formation d’ATP. Cette réaction est possible en 
l’absence d’accepteur d’électrons habituel (l’oxygène). Or, l’oxygène est un 
des éléments produits par l’algue lors de la photosynthèse par le 
photosystème II. Lorsque l’oxygène est supprimé du milieu, l’algue commence 
à synthétiser les enzymes responsables de la production d’hydrogène, 
notamment les [FeFe]-hydrogénases (Kruse et Hankamer, 2010; Oncel et 
Sukan, 2011). Cependant, ces enzymes sont extrêmement sensibles à toute 
trace d’oxygène et irréversiblement inactivées par celui-ci. La production 
d’oxygène doit donc être séparée de la production d’hydrogène. Ces 
conditions sont rencontrées lorsqu’on place la culture en privation de souffre, 
dans laquelle le PSII ne peut plus fonctionner normalement et libérer de 
l’oxygène dans le milieu. Ces conditions transitoires rendent néanmoins le 
procédé très sensible aux conditions du milieu et surtout ne permettent pas la 
production d’hydrogène sur de longues périodes et en grande quantité 
(Ghysels et Franck, 2010; Lecler et al., 2011; Oncel et Sukan, 2011).  

Photolyse directe de l’eau : 
H2O → H2 + ½ O2  (∆G0 = + 237.2 kJ·mol-1) (I - 4) 

La biophotolyse indirecte est réalisée par les cyanobactéries (Anabaena sp., 
Spirulina sp., Glozocapsa sp., Nostoc sp., etc.) (Allahverdiyeva et al., 2010; 
Asada et Miyake, 1999; Tiwari et Pandey, 2012). Les équations 5 et 6 
illustrent comment ces microorganismes couplent indirectement, selon les 
conditions dans lesquelles elles sont, la photosynthèse (accumulation de sucres 

                                           
1L’ensemble des énergies libres standards de réaction présentées dans ce chapitre 
sont calculées à 25 °C, pH 7 et aux concentrations de 1 M, à partir des énergies 
libres de formation et théories tirées de Amend et Shock (2001), Thauer et al. (1977) 
et Verhaart et al. (2010).  

hν 
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comme réserve énergétique) et la production d’hydrogène (rétablissement des 
équilibres des pools redox au sein de la bactérie).  

Photolyse indirecte de l’eau en deux étapes : 
6 CO2 + 6 H2O → C6H12O6 + 6 O2 (∆G0 = + 2822 kJ·mol-1)  (I - 5) 

C6H12O6 + 6 H2O → 12 H2 + 6 CO2
 (∆G0 = + 24.4 kJ·mol-1) (I - 6) 

Les organismes photosynthétiques réalisant la biophotolyse sont considérés 
comme intéressants car ils permettent la production d’hydrogène à partir d’un 
composé universel et presque gratuit : l’eau. Cependant, le problème 
principal qu’ils rencontrent est l’inhibition de la production d’hydrogène par 
l’oxygène alors que ce dernier est nécessaire à la croissance et à la survie 
des microorganismes. Les solutions envisagées résident en l’ingénierie 
métabolique afin, par exemple, de rendre les hydrogénases tolérantes à 
l’oxygène. En outre, les productivités de ces microorganismes restent très 
faibles, de l’ordre de quelques mLH2·Lculture

-1·h-1. L’utilisation des algues vertes 
est actuellement envisagée de manière préférentielle pour la production de 
biocarburants, en raison du haut rendement de production de biomasse 
qu’elles présentent en conditions optimales. (Akkerman et al., 2002; 
Dasgupta et al., 2010; Eroglu et Melis, 2011; McKinlay et Harwood, 2010). 

4.3. Photo-fermentation 
Le terme « fermentation » se réfère aux procédés biologiques consommant 
des composés organiques extracellulaires afin de produire de l’ATP 
(Hallenbeck et Ghosh, 2009; Keskin et al., 2011). La première étape du 
métabolisme énergétique est la glycolyse dégradant le glucose en pyruvate 
qui est, par la suite, fermenté en divers composés. Durant la métabolisation, 
les microorganismes oxydent le substrat et transfèrent les électrons issus de 
cette oxydation vers un accepteur, d’ordinaire l’oxygène. Cependant, lorsque 
l’oxygène est absent du milieu, les électrons doivent être redirigés vers un 
autre accepteur afin de maintenir les équilibres d’oxydoréduction (notamment 
diminuer la proportion d’équivalents réduits produits au cours de la 
fermentation). La formation d’hydrogène est une conséquence du transfert 
d’électrons aux protons afin de rétablir cet équilibre interne et de permettre au 

hν 

Hyd 
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processus de fermentation de se poursuivre (Dasgupta et al., 2010; Oh et al., 
2011).  

Le procédé photo-fermentatif associe la consommation hétérotrophe d’une 
source organique à la photosynthèse pour réaliser la croissance de la cellule 
(Lazaro et al., 2012; Seifert et al., 2010). La photosynthèse est réalisée par 
les microorganismes photo-hétérotrophes tels que les bactéries pourpres 
Rhodopseudomonas sp. et Rhodobacter sp. (Bianchi et al., 2010; Gilbert et 
al., 2011; Wu et al., 2010). En conditions anaérobies, ces microorganismes 
consomment les sucres ou acides organiques et les convertissent en hydrogène 
et CO2 selon le schéma illustré à la Figure 7.  

  
Figure I - 7 : Voies métaboliques de fermentation des microorganismes photo-hétérotrophes. 
Adapté de Oh et al. (2011). 
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Ces bactéries atteignent des rendements de conversion des substrats en 
hydrogène stœchiométriquement maximaux, avec 12 moles d’hydrogène par 
mole de glucose ou 4 moles d’hydrogène par mole d’acétate. L’apport 
d’énergie lumineuse est néanmoins requis au vu de l’énergie libre standard 
des réactions positives ou proches de zéro comme montré aux équations 6 et 
7 à partir de glucose ou d’acétate (Eroglu et Melis, 2011; Hallenbeck et 
Ghosh, 2009).  

Photo-fermentation de l’acétate : 
C2H4O2 + 2 H2O → 4 H2 + 2 CO2  (∆G0 = + 71.8 kJ·mol-1)  (I - 7) 

En pratique, les rendements obtenus sont moins élevés en raison de la 
consommation d’hydrogène faite par certaines hydrogénases dont l’action est 
réversible. Ainsi, certains auteurs ont atteint des rendements de 7 
molH2·molglucose

-1 ou de 3.4 molH2·molacétate
-1. De ce fait, l’acétate est souvent 

considéré comme un substrat idéal pour la photo-fermentation (Keskin et al., 
2011; Patel et al., 2012). Plusieurs moyens sont envisagés pour limiter cette 
re-consommation de l’hydrogène, tels que des voies biomoléculaires ou le 
design de photo-bioréacteurs permettant l’extraction rapide de l’hydrogène 
produit, maximisant, par la même occasion, la vitesse de production (Basak et 
Das, 2009; Berberoglu et Pilon, 2010; Gadhamshetty et al., 2010; Gilbert et 
al., 2011). Cependant, un des désavantages majeurs des moyens ainsi 
envisagés réside en une productivité qui reste limitée, de l’ordre de quelques 
dizaines de mLH2·Lculture

-1·h-1, surtout en comparaison avec la fermentation 
anaérobie (Dasgupta et al., 2010; Eroglu et Melis, 2011). Enfin, les procédés 
de photo-fermentation sont fréquemment envisagés en association avec la 
fermentation anaérobie, en raison de la complémentarité des substrats utilisés. 
Les procédés de fermentation anaérobies pourraient dégrader les hexoses 
dans une première étape anaérobie et produire des acides gras volatils 
consommés, par la suite, par les phototrophes (Argun et al., 2009a; Cheng et 
al., 2011b; Patel et al., 2012). Cependant, la conception des bioréacteurs 
fonctionnant soit en co-culture, soit en série, est un point crucial pour ces 
développements afin d’assurer une efficacité énergétique maximale. 

Hyd 
hν 
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4.4. Fermentation anaérobie 
Les microorganismes réalisant la fermentation anaérobie utilisent uniquement 
les substrats organiques comme source d’énergie. À ce titre, ce type de 
fermentation est également appelé « dark fermentation » (DF), car pouvant 
se dérouler en l’absence de lumière. La DF permet la production d’hydrogène 
à partir d’une très grande variété de substrats avec des vitesses de production 
intéressantes en comparaison aux procédés phototrophes (Das et Veziroglu, 
2001; Hallenbeck, 2009; Hawkes et al., 2002). Ce type de fermentation est 
de ce fait envisagé pour combiner le traitement d’eaux usées et la valorisation 
énergétique de ces dernières (Angenent et al., 2004).  

La DF est réalisée dans des plages de températures méso- ou thermophiles, 
par des bactéries anaérobies facultatives (Escherichia sp., Citrobacter sp., 
Enterobacter sp., Bacillus sp., etc.) ou anaérobies strictes (Clostridium sp., 
Ruminococcus sp., Ethanolgenes sp., Desulfovibrio sp., etc.) (Goud et al., 
2012; Lee et al., 2011). Les rendements stoechiométriques maximaux, avec 
quatre moles d’hydrogène par mole de glucose, sont atteints lorsque la 
souche produit de l’acétate (équation 8). 

Dark fermentation du glucose en acétate et hydrogène : 
C6H12O6 + 2 H2O → 2 CH3COOH + 2 CO2 + 4 H2  

 (∆G0 = - 199 kJ·mol-1)  (I - 8) 

La formation d’hydrogène est un moyen pour la bactérie d’écouler les 
électrons qui proviennent de l’oxydation du glucose par la réduction de 
protons. Lorsque les conditions ne sont pas avantageuses pour la formation 
d’hydrogène (excès d’équivalent réduit, déplacement de l’équilibre lors de la 
formation d’hydrogène, pH trop haut, etc.), d’autres composés issus du 
métabolisme peuvent être formés comme, par exemple, du lactate (équation 
9), de l’éthanol (équation 10) ou d’autres acides et alcools. Ces voies sont 
néanmoins énergétiquement moins avantageuses pour la bactérie (générant 
moins d’ATP) mais lui permettent cependant de poursuivre la consommation 
du glucose lorsque la production d’hydrogène est bloquée. Par ailleurs, la 
production d’hydrogène est également un moyen pour la bactérie de limiter le 
stress acide en consommant les protons du milieu. La fermentation se 
déroulera donc préférentiellement à pH légèrement acide, ce qui favorisera 
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également l’équilibre de la réaction 1 (Kothari et al., 2012; Lee et al., 2008; 
Li et al., 2007; Perera et al., 2010; Thauer et al., 1977). 

Dark fermentation du glucose sans production d’hydrogène 
C6H12O6 → 2 CH3CHOHCOOH  (∆G0 = - 198.2 kJ·mol-1)  (I - 9) 

C6H12O6 → 2 CH3CH2OH + 2 CO2  (∆G0 = - 218.3 kJ·mol-1) (I - 10) 

Les rendements de production atteints sont moins importants que pour la 
photo-fermentation, en raison des limitations thermodynamiques de conversion 
des substrats en hydrogène sans l’apport de l’énergie lumineuse. En effet, 
l’oxydation stœchiométrique du glucose peut, en théorie, produire 12 moles 
d’hydrogène par mole de glucose (équation 6). Cependant, la bactérie doit 
également en tirer de l’énergie pour sa croissance en assurant la production 
d’ATP au cours de la métabolisation. Les rendements maximaux de production 
sont dès lors limités à 33% de ce maximum, soit quatre moles d’hydrogène 
par mole de glucose (Hawkes et al., 2007; Hiligsmann et al., 2011; Hung et 
al., 2011a). Le biogaz produit est un mélange d’H2 et de CO2 en proportions 
variables selon les conditions et les souches employées, généralement entre 
50 et 70%.  

4.4.1. Dark fermentation par les 
Enterobacteriaceae 

La famille des Enterobacteriaceae compte de nombreuses bactéries Gram 
négatives et facultatives anaérobies en forme de petits bâtonnets mobiles. On 
les retrouve communément dans les sols, les systèmes digestifs et les déchets 
organiques. L’hydrogène est produit par deux voies métaboliques (Cai et al., 
2011a). La première utilise le formiate, produit à partir du pyruvate issu de la 
glycolyse (équation 11) via la pyruvate-formiate:lyase (PFL) (équation 12). La 
formiate-hydrogène:lyase (FHL) permet in fine la décomposition du formiate en 
hydrogène et CO2 (équation 13). Cette première voie de production produit 
deux moles d’hydrogène par mole de glucose. Lors de la production du 
formiate, est également formé de l’acétyle-CoA utilisé à des fins énergétiques 
de production de deux ATP lors de sa conversion en acétate (équation 13). La 
cellule se doit également de maintenir son équilibre NADH/NAD+ afin de 
permettre au métabolisme de continuer la glycolyse. La ré-oxydation du 
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NADH peut être réalisée par l’intermédiaire de la NADH-
ferrédoxine:oxydoréductase (NFOR) amenant à la formation d’une mole 
d’hydrogène supplémentaire par les hydrogénases (équations 15 et 16) (Do 
et al., 2009; Kim et al., 2008; Redwood et al., 2008). Cependant, cette voie 
est très rapidement inhibée par sa propre production d’hydrogène en raison 
des potentiels redox des composés oxydés et réduits en présence qui 
changent avec leur concentration. Aussi, cette voie s’avère-t-elle souvent peu 
efficace pour la formation d’hydrogène (Angenent et al., 2004; Smith et al., 
2012). La régénération des NAD+ est alors réalisée par la formation de 
produits réduits tels que le lactate ou l’éthanol, au détriment de la voie 
énergétiquement favorable qui est celle de la formation d’acétate. La bactérie 
réalise alors la fermentation dite d’acides mixtes. Il faut également noter que 
l’hydrogène peut être consommé par des hydrogénases (Ghosh et Hallenbeck, 
2009; Hamilton et al., 2010; Oh et al., 2008a). L’ensemble de ces 
mécanismes est repris de manière simplifiée à la Figure 8.  

Etape de glycolyse :  
glucose + 2 NAD+ → 2 pyruvate + 2 NADH + 2 H+  (I - 11) 

Conversion du pyruvate en formiate par la PFL :  
2 pyruvate + 2 CoA → 2 formiate + 2 Ac-CoA  (I - 12) 

Dismutation du formiate par la FHL :  
2 formiate + 2 H+ → 2 CO2 + 2 H2  (I - 13) 

Conversion énergétique de l’acétyle-CoA en acétate :  
2 Ac-CoA + 2 ADP + 2 Pi → 2 CH3COOH + 2 ATP  (I - 14) 

Oxydation du NADH par la NFOR si pH2 < 60 Pa :  
2 NADH + 2 Fd(ox) → 2 NAD+ + 2 H+ + 2 Fd(red)  (I - 15) 

Oxydation de la ferrédoxine par les hydrogénases :  
2 Fd(red) + 2 H+ → 2 Fd(ox) + H2  (I - 16) 

En raison de leur métabolisme, les Enterobacteriaceae atteignent des 
rendements qui sont moins élevés que les clostridies. Des cultures pures 
d’Enterobacter sp. et Citrobacter sp. ont produit, en conditions optimales, de 
l’ordre de 1.4 à 1.6 molH2·molglucose

-1. Certains auteurs ont obtenu des 
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rendements supérieurs à 2 molH2·molglucose
-1 en culture continue. Les souches 

d’Escherichia Coli sont souvent moins performantes (0.3 à 1 molH2·molglucose
-1) 

mais sont très étudiées, en raison des possibilités de modification génétique, 
afin d’orienter le métabolisme vers la production d’hydrogène. Les 
productivités qu’atteint cette famille sont, par contre, les meilleures de la 
fermentation anaérobie, à savoir jusqu’à 600 mLH2·Lculture

-1·h-1 (Kothari et al., 
2012; Lee et al., 2011; Patel et al., 2012). Un autre avantage de ces 
souches est qu’elles sont anaérobies facultatives et peuvent donc consommer 
l’oxygène du milieu sans être inhibées dans leur croissance, même si, dans 
ces conditions, la production d’hydrogène est complètement stoppée. 

4.4.2. Dark fermentation par les clostridies 
Les bactéries du genre Clostridium sont considérées par de nombreux 
chercheurs comme les meilleurs candidats pour la production d’hydrogène 
mésophile par dark fermentation. Il s’agit d’un genre très diversifié de 
bactéries Gram positives et anaérobies strictes. Elles forment de longs 
bâtonnets munis de flagelles péritriches ou des endospores ovales ou 
sphériques, souvent plus gros que dans leur état végétatif. Ces endospores 
peuvent résister à la chaleur (jusque 80 °C), à l’oxygène, aux conditions 
extrêmes de pH et peuvent rester dormantes et viables durant de très longues 
périodes (Douglas et al., 1973; Hambleton et Rigby, 1970; Paredes et al., 
2005). Cela permet de les isoler aisément, d’une part, parce qu’elles ne 
croissent qu’en milieu strictement anaérobie et, d’autre part, parce qu’elles ne 
sont pas éliminées à la chaleur, contrairement à de nombreuses autres 
souches qui ne résisteront pas à de telles conditions. Les Clostridium sont des 
chimio-hétérotrophes produisant un mélange d’hydrogène, de CO2, d’acides 
organiques et d’alcools (Tracy et al., 2012). À ce titre, ils ont largement été 
étudiés au XXème siècle pour la production d’acétone et de butanol en 
conditions acides et de carence permettant à certaines souches de réaliser la 
solvantogenèse dans les premiers procédés de fermentation qui ont été 
développés avant la fermentation éthanolique (Bramono et al., 2011; 
Gheshlaghi et al., 2009; Li et al., 2010). 

Aujourd’hui, le genre Clostridium est principalement étudié dans le cadre de 
la production d’hydrogène par fermentation anaérobie. Ces bactéries 



Chapitre I – Revue bibliographique et état de l’art 

31 

permettent, selon la souche utilisée, la dégradation d’une très large gamme 
de substrats, y compris la cellulose. Théoriquement, elles peuvent atteindre le 
rendement maximal de conversion en hydrogène (4 molH2·molglucose

-1) lors de la 
production d’acétate (équation 8). Par ailleurs, elles peuvent également 
emprunter la fermentation butyrique menant à la production d’hydrogène 
atteignant néanmoins un rendement inférieur (2 molH2·molglucose

-1, équation 17). 
La fermentation d’acide mixte est également possible sans production 
d’hydrogène. Ces deux dernières voies permettent la régénération du NAD+ 

contrairement à la voie de l’acétate (Chen et al., 2006; He et al., 2005; Lin 
et al., 2007). En pratique, lorsque les conditions sont optimisées, on retrouve 
une fermentation mélangeant la production d’acétate et de butyrate, 
accompagnée d’hydrogène dont les rendements dépassent rarement les 3 
molH2·molglucose

-1. 

Dark fermentation du glucose en butyrate et hydrogène : 
C6H12O6 → CH3CH2CH2COOH + 2 CO2 + 2 H2  

 ∆G0 = - 247.3 kJ·mol-1 (I - 17) 

Il y a deux voies de transfert d’électrons depuis le substrat jusqu’à l’hydrogène 
chez les clostridies : la pyruvate-ferrédoxine:oxydoréductase (PFOR) et la 
NADH-ferrédoxine:oxidoréductase (NFOR). Ces deux voies impliquent l’action 
enzymatique des hydrogénases pour réaliser le transfert d’électrons 
transportés par les médiateurs redox (ferrédoxines et NADH par exemple). La 
PFOR catalyse la décarboxylation oxydative du pyruvate en acétyle-CoA et 
CO2 (équation 18) et le transfert des électrons aux ferrédoxines qui seront 
ensuite oxydées par les protons grâce aux hydrogénases (équation 16). Le 
mécanisme d’action de la NFOR est identique à celui présenté pour les 
Enterobacteriaceae (équation 15) et est également limité par la présence 
d’hydrogène dans le milieu (Liu et al., 2011). L’ensemble des mécanismes de 
production d’hydrogène par fermentation anaérobie est repris à la Figure 8.  

Décarboxylation du pyruvate par la PFOR : 
2 pyruvate + 2 CoA + 2 Fd(ox) → 2 acetyle-CoA + 2 CO2 + + 2 Fd(ref)  (I - 18) 
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Figure I - 8 : Voies de production d’hydrogène chez les bactéries du genre Clostridium et 
Enterobacter. Les différentes enzymes annotées qui entrent en jeu : PFOR : pyruvate-
ferrédoxine:oxydoréductase ; HydA : [FeFe]-hydrogénase ; NFOR : NADH-
ferrédoxine:oxydoréductase ; PFL : pyruvate-formiate:lyase ; FHL : formiate-hydrogène:lyase. 
Adapté de Hallenbeck et Ghosh (2012) et Oh et al. (2011). 

Les mécanismes métaboliques des souches du genre Clostridium permettent à 
ces dernières d’atteindre des rendements de production parmi les plus élevés, 
sans toutefois obtenir le rendement maximum, en raison du mélange de 
métabolites obtenus le plus souvent lors de la fermentation. Les cultures pures 
atteignent, en conditions optimales, 2.4 à 2.8 molH2·molglucose

-1 avec des 
souches telles que C. butyricum et C. beijerinckii. Certaines souches ont 
produit jusqu’à 3.26 molH2·molglucose

-1. Cependant, ce genre est un peu plus 
lent pour produire l’hydrogène (jusqu’à 400 mLH2·Lculture

-1·h-1). Il faut également 
noter que ces souches peuvent former des biofilms, ce qui permet d’utiliser ces 
souches immobilisées afin de concentrer la biomasse et d’augmenter les 
productivités dans des réacteurs conçus à cet effet (Cai et al., 2011a; Kothari 
et al., 2012; Lee et al., 2011; Patel et al., 2012). 
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4.4.3. Dark fermentation et digestion anaérobie 
Les processus de production d’hydrogène par dark fermentation sont menés 
par des microorganismes issus de milieux anaérobies. En effet, la production 
d’hydrogène prend place lorsque les conditions d’anaérobiose sont 
rencontrées, c’est-à-dire lorsque les protons deviennent des accepteurs 
d’électrons avantageux pour l’oxydation des substrats carbohydratés. Ces 
milieux se créent naturellement lors de la digestion de matières 
biodégradables où l’apport en oxygène ou en air frais est limité. On 
rencontre ces conditions dans des milieux tels que les sédiments, les systèmes 
digestifs et déjections animaliers, les eaux usées, les composts, etc. Au cours 
de la biodégradation, une multitude de microorganismes réalisent les 
différentes étapes de la digestion, se développent et coexistent en symbiose. 
Parmi ceux-ci, on retrouve les microorganismes producteurs d’hydrogène 
(Thauer et al., 2010). 

On distingue quatre étapes caractéristiques prenant place successivement 
dans la digestion anaérobie : l’hydrolyse, l’acidogenèse, l’acétogenèse et la 
méthanogenèse (Figure 9). Chacune de ces étapes permet la fragmentation 
des composés organiques complexes en composés plus simples qui serviront 
de substrat à d’autres microorganismes. Ainsi, l’hydrolyse permet la 
solubilisation des macromolécules (cellulose, amidon, protéines et matières 
grasses) qui seront consommées par les acidogènes. Cette étape regroupe 
une grande diversité de microorganismes produisant des acides gras volatils 
(AGV) et de l’hydrogène. Les AGV seront, par la suite, décomposés en acides 
acétiques, en hydrogène et en CO2 par les acétogènes qui produisent à leur 
tour un substrat idéal pour les méthanogènes. Ces derniers sont responsables 
de la production gazeuse de méthane (biogaz énergétiquement valorisable 
bien que présentant à l’état de traces des composés soufrés, CO, etc.) 
(Appels et al., 2008; Evans et al., 2011). Ces différents processus peuvent 
prendre cours à différents moments ou différent endroits, voyant ainsi se 
succéder les croissances des populations adaptées aux conditions du milieu 
(Kim et al., 2009).  
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Figure I - 9 : Production de méthane par digestion anaérobie. (1) Etape lente d’hydrolyse des 
polymères organiques (polysaccharides, lipides et protéines) et monomères (glucose, xylose) et 
oligomères (sucres, acides gras, courts peptides et acides aminés). Suivi par (2) la fermentation 
bactérienne anaérobie acidogène associée avec la production d’acides gras volatils, 
d’hydrogène et de CO2. (3) Formation d’acétate par les bactéries acétogènes et homo-
acétogènes. (4) Dégradation de l’acétate et formation de méthane par décarboxylation ou 
réduction du CO2 par les Achaea méthanogènes. Adapté de Angenent et al. (2004) 

C’est parmi les microorganismes réalisant l’acidogenèse et l’acétogenèse 
qu’ont été isolées les bactéries productrices d’hydrogène. Ces deux étapes se 
déroulent dans des conditions acides, d’autant plus que leur activité a 
tendance à libérer des acides organiques dans le milieu (pH entre 4.5 et 6.5) 
(Fang et al., 2002; Gadhamshetty et al., 2009). La production d’hydrogène à 
partir de cultures mixtes formées par ces microorganismes est possible selon 
les conditions dans lesquelles la fermentation se déroule. Des prétraitements 
sont également envisagés afin d‘éliminer les communautés non sporulantes 
consommatrices d’hydrogène. Cependant, les performances atteintes dans les 
cultures mixtes sont souvent moindres qu’en culture pure, dans la mesure où 
certains microorganismes consomment les substrats sans produire de 
l’hydrogène. Les rendements atteints sont ainsi de l’ordre de 1.7 à 1.9 
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molH2·molglucose
-1 dans des conditions optimales (Davila-Vazquez et al., 2008; 

Kothari et al., 2012).  

Dans le cadre de la valorisation énergétique de déchets organiques, seuls les 
organismes fermentatifs présentent un intérêt puisqu’ils sont capables de 
consommer les composés carbonés pour croître et coproduire de l’hydrogène 
(Chong et al., 2009b). Par ce biais, ils contribuent à l’abattement de la DCO 
dans les eaux usées rejetées dans l’environnement (Angenent et al., 2004; 
Cheong et Hansen, 2006; Fakhru'l-Razi et al., 2005; Guo et al., 2010). 
Cependant, la production anaérobie d’hydrogène ne représente pas 
réellement un moyen complet d’épuration ou de réduction des déchets. En 
effet, seulement 40% (en condition idéale) de l’énergie du substrat est 
convertie en hydrogène et la majorité du carbone se retrouve en solution sous 
forme d’acides organiques (Kothari et al., 2012). Dès lors, la plupart des 
auteurs proposent de combiner la production d’hydrogène par fermentation 
anaérobie aux procédés de biométhanisation ou de photo-fermentation. La 
voie méthanogène semble toutefois plus intéressante car similaire sur le plan 
technique et par ailleurs énergétiquement complémentaire. Cette conception 
permettrait à chaque étape du traitement d’être optimisée indépendamment 
afin d’améliorer les performances énergétiques et cinétiques de l’ensemble du 
procédé (Cheng et al., 2010; Giordano et al., 2011; Lee et al., 2009; Luo et 
al., 2011b). 
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5. Voies d’amélioration du procédé de 
production de bioH2 

La production de biohydrogène par les microorganismes est un sujet 
largement étudié dans le cadre de la diversification de la production 
énergétique pour le futur. En effet, la production de ce biocarburant pourrait 
être associée au traitement des déchets organiques en solution et permettre 
une valorisation énergétique. Dans ce cadre, la dark fermentation est un 
procédé très intéressant car atteignant des rendements qui, quoique limités, 
permettent d’assurer l’autonomie énergétique du procédé et d’atteindre de 
bonnes capacités de production. Cependant, de nombreux facteurs doivent 
encore être améliorés afin de pouvoir rendre le procédé compétitif par 
rapport, notamment, aux procédés aérobies ou de biométhanisation. 
L’association des procédés constitue également une voie envisagée afin de 
coupler les avantages de chaque étape (Das et Veziroglu, 2001; Hawkes et 
al., 2002; Levin et al., 2004).  

À moyen terme, l’objectif des recherches est d’améliorer les performances de 
production, en termes de rendement essentiellement, car actuellement limité à 
environ 60% du maximum théorique de 4 molH2·molglucose

-1. Pour ce faire, de 
nombreux facteurs ainsi que leurs influences respectives sont étudiés, tels que 
les paramètres de culture, la sélection de la communauté bactérienne 
produisant l’hydrogène, le design du bioréacteur répondant aux exigences 
d’une production industrielle, l’intégration du procédé, etc. In fine, il faudra 
arriver à appliquer le procédé à plus grande échelle afin d’envisager des 
essais « grandeur nature », de vérifier la stabilité de la production dans le 
temps, la capacité de traitement, les rendements sur de longues périodes 
d’essai. Cependant, ce scale-up se heurte aujourd’hui à la non-présence de 
l’hydrogène dans nos sociétés, rendant les produits de production difficilement 
utilisables ou commercialisables. 

À long terme, le développement d’outils biomoléculaires rendront possible 
l’amélioration des rendements et des productivités. Cependant, ces objectifs 
demandent encore d’importantes avancées, notamment au niveau de l’étude 
fondamentale des métabolismes microbiens.  
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5.1. Influence des paramètres et des milieux de 
culture 

Afin d’optimiser la production anaérobie d’hydrogène, plusieurs paramètres 
ont été étudiés. Le processus commence par la sélection de la souche ou de la 
communauté de microorganismes qui produiront l’hydrogène. Les conditions 
de culture, les substrats, la configuration de la fermentation et, enfin, la 
présence d’inhibiteurs vont orienter le métabolisme microbien vers les voies 
associées ou non à la production d’hydrogène (Hawkes et al., 2007; Nath et 
Das, 2004b; Sinha et Pandey, 2011). Les études réalisées dans ces domaines 
visent donc à identifier le moyen d’ajuster ces paramètres, seuls ou ensemble, 
pour maximiser la production d’hydrogène. 

5.1.1. Sélection des microorganismes 
La production anaérobie d’hydrogène, étudiée en laboratoire, peut être 
réalisée à partir de cultures pures, de consortia artificiels ou de cultures mixtes 
(Davila-Vazquez et al., 2008; Mohan et al., 2012; Valdez-Vazquez et Poggi-
Varaldo, 2009). Les souches du genre Clostridium montrent les meilleures 
performances en termes de rendements. Elles dégradent de nombreux 
substrats simples ou complexes et résistent très bien aux conditions extrêmes 
de pH et de température (Cai et al., 2011b; Chin et al., 2003; Lee et al., 
2011). Cependant, elles sont incapables de croître en présence d’oxygène et, 
a fortiori, de consommer ce dernier. Le dégazage du milieu, l’ajout d’agents 
oxydoréducteurs ou d’autres souches consommatrices d’oxygène sont des 
solutions utilisées (Hung et al., 2011b; Seppälä et al., 2011).  

La sélection de plusieurs souches très efficaces et leur association en un 
consortium artificiel permet d’envisager la dégradation d’une plus large 
gamme de substrats qu’avec une seule souche, mais implique l’étude d’une 
dynamique de population afin d’observer si une des souches prend le dessus 
sur une autre dans la culture (Hsiao et al., 2009; Huang et al., 2010; 
Maintinguer et al., 2008). Le travail avec des cultures microbiologiquement 
bien définies permet généralement d’obtenir des performances élevées, dans 
la mesure où les microorganismes consommateurs d’hydrogène ou n’en 
produisant pas sont absents. Par ailleurs, ces microorganismes permettent la 
stricte comparaison de conditions de culture différentes avec le même 
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microorganisme. Cependant, ils sont tout à fait inadaptés pour une 
application à moyenne ou grande échelle en raison des précautions de 
stérilité requises, impossibles à tenir sur de grands volumes, mais aussi à 
cause des spécificités du milieu qui peuvent les rendre trop coûteux.  

Aussi, des cultures mixtes sont envisagées d’ordinaire à partir de boues issues 
de milieux anaérobies, en favorisant la croissance des microorganismes 
producteurs d’hydrogène. Des prétraitements (chaleur, pH ou traitements 
chimiques) peuvent être appliqués afin de sélectionner les organismes 
sporulants tels les Clostridium producteurs d’hydrogène. Par ailleurs, une fois 
la production d’hydrogène en route, il faut éviter le retour des organismes 
consommant l’hydrogène, en maintenant des conditions de pH et 
d’anaérobiose ou d’alimentation du milieu (temps de réduction hydraulique 
notamment) mieux adaptées pour la production d’hydrogène afin de favoriser 
les bactéries d’intérêt. Les rendements atteints sont néanmoins souvent moins 
élevés qu’en culture pure (Akutsu et al., 2009; Baghchehsaraee et al., 2010; 
Fang et al., 2002; Hu et Chen, 2007; Hung et al., 2011b; Lin et al., 2011).  

5.1.2. La température 
La fermentation anaérobie peut être conduite dans des plages de 
températures mésophiles (25 – 40 °C), thermophiles (40 – 65 °C), extrêmes 
thermophiles (65 – 80 °C) ou hyper thermophiles (> 80 °C) (Cakir et al., 
2010; Sinha et Pandey, 2011). En raison de l’énergie nécessaire pour 
chauffer les substrats alimentés et maintenir la température au sein des 
réacteurs, la plupart des expériences sont menées entre 30 et 55 °C (Infantes 
et al., 2011; Wang et Wan, 2008). Ces plages de températures permettent 
d’envisager des procédés qui seraient au moins énergétiquement 
indépendants.  

L’augmentation de la température favorise thermodynamiquement la 
production d’hydrogène et permet d’atteindre des rendements plus élevés, 
approchant des rendements maximaux. Par ailleurs, le travail à plus haute 
température limite la prolifération de microorganismes tels que les 
méthanogènes consommateurs d’hydrogène (Gilroyed et al., 2008). Ces 
procédés pourraient notamment avoir un intérêt si les eaux traitées étaient 
déjà à haute température comme celles provenant de l’industrie agro-
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alimentaire. Cependant, les vitesses de production d’hydrogène sont fortement 
réduites dans les domaines thermophiles, ce qui réduit les capacités de 
traitement ou de production des installations envisagées (Lin et al., 2008). 

5.1.3. Le pH 
Le pH a un effet important sur les processus enzymatiques des 
microorganismes. En effet, les enzymes sont actives dans une gamme de pH 
spécifique dans laquelle elles exercent leur activité maximale. À ce titre, c’est 
un des facteurs clés qui oriente le métabolisme vers la production 
d’hydrogène et permet le bon fonctionnement des enzymes impliquées, 
hydrogénases en tête (Cai et al., 2011a). Les valeurs optimales de pH pour la 
production d’hydrogène sont souvent établies entre 5 et 7 selon le type de 
microorganisme et le substrat carbone utilisés (Cai et al., 2010; Fang et Liu, 
2002). La plupart des bactéries mésophiles produisent l’hydrogène à des pH 
acides, entre 5.0 et 6.0, tandis que les thermophiles le font entre 6.5 et 7.5. 
Cependant, le pH optimal de production d’hydrogène peut être très différent 
du pH optimal pour la croissance de la souche (Chen et al., 2005). En effet, 
pour C. butyricum, par exemple, il est respectivement de 5.2 et de 6.5. La 
voie de production d’hydrogène est probablement favorisée à plus faible pH 
car elle permet de limiter la chute du pH par la consommation des protons. 
Sans ce mécanisme et la production de métabolites acides, le pH deviendrait 
fortement inhibiteur pour la croissance de la bactérie (Mu et al., 2006; 
Ruggeri et al., 2009).  

Dès lors, les cultures peuvent être envisagées en deux étapes : la première est 
envisagée depuis un pH proche de 7 et évoluant à un pH libre (décroissant) 
afin de permettre à la population bactérienne de se développer suffisamment, 
sans pour autant viser la performance de production d’hydrogène. Une fois 
que le pH arrive à la valeur optimale de production d’hydrogène, la seconde 
étape consiste en la régulation du pH par ajout d’une base (NH3, KOH ou 
NaOH) afin de produire l’hydrogène dans les conditions optimales (Masset et 
al., 2010).  

Le contrôle du pH est également un moyen pour limiter la prolifération 
d’organismes méthanogènes dans la culture. En effet, ces derniers se 
développent préférentiellement dans des conditions neutres ou légèrement 
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basiques. Le maintien d’un pH acide permet dès lors de limiter leur croissance 
au profit des producteurs d’hydrogène (Song et al., 2011).  

5.1.4. Le substrat carbone 
Les substrats simples monomériques ou dimériques (glucose, saccharose, etc.) 
sont les plus utilisés dans la littérature (Chen et Lin, 2003). Plusieurs autres 
sucres ont également été envisagés tels que le xylose, le lactose, le maltose, 
etc. (Ghosh et Hallenbeck, 2009; Lin et Cheng, 2006; Mangayil et al., 
2011). Par ailleurs, les organismes réalisant la photo-fermentation peuvent 
également consommer des acides gras volatils, principalement l’acétate, mais 
aussi le lactate, le propionate, etc.  

Des substances plus complexes ont également été étudiées pour servir de 
substrat, éventuellement après une étape de prétraitement (hydrolyse) 
nécessaire pour certaines souches (Lay et al., 2012). En effet, selon les 
complexes enzymatiques qu’elles possèdent ou non, les souches ont la 
possibilité, le cas échéant, d’effectuer la dégradation de l’amidon non 
soluble. Ainsi, un nombre important de Clostridium produit des amylases (par 
exemple, Clostridium butyricum, beijerinckii, acetobutylicum, etc.) (Whelan et 
Nasr, 1951). À défaut, il est également possible d’associer ces souches à une 
souche hydrolytique telle que Caldimomas. La même approche est applicable 
aux composés cellulosiques (Desvaux, 2005). Cependant, les cellulases 
présentes chez certains microorganismes (Clostridium cellulolyticum, 
cellulovorans, thermocellum, etc.) montrent une activité optimale à 45°C, 
tandis que la température optimale de production d’hydrogène est de 35°C. 
Dès lors, la voie enzymatique est d’ordinaire envisagée et réalisée en deux 
opérations successives : l’hydrolyse enzymatique suivie de la fermentation 
productrice d’hydrogène (Jensen et al., 2009; Sun et al., 2009). 

Ces substrats peuvent être associés afin de simuler le contenu organique 
d’eaux usées pour tester la production potentielle d’hydrogène. Par ailleurs, le 
traitement des matières ou eaux usées brutes constitue également un large 
sujet d’étude afin d’identifier les meilleures conditions pour une production 
optimale d’hydrogène ainsi que l’influence de substances inhibitrices (lipides, 
sels, métaux lourds, etc.) (Kapdan et Kargi, 2006). De nombreuses études 
présentent des résultats de production de biohydrogène à partir de résidus de 
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fruits ou de végétaux (palmier, raisin, etc.), animaliers (poulet, bouse de 
vache, lisier, etc.) ou eaux usées industrielles et urbaines (Lay et al., 1999; 
Lew et al., 2009; Magnusson et al., 2008; Mohan, 2008).  

5.1.5. Le milieu de culture 
Outre la source de carbone, la présence d’une source azotée et 
d’oligoéléments est nécessaire afin de permettre la croissance de la bactérie 
et la production d’hydrogène. L’azote est requis pour la réplication cellulaire, 
la maintenance et le métabolisme, ainsi que pour la production des enzymes. 
La littérature indique que les souches acidogènes comme les souches du genre 
Clostridium et les Enterobacteriaceae ont la capacité d’utiliser les sources 
organiques d’azote (protéines, peptides et acides aminés libres) mais aussi 
l’ammoniac minéral. Dès lors, outre les sources azotées purifiées utilisées en 
laboratoire (peptone de caséine, extrait de levure, …), les sources riches en 
substrats telles que les lisiers et résidus agricoles peuvent être utilisées à 
moindre frais (Argun et al., 2008a; Hafner, 2007; Hamilton et al., 2010; 
Salerno et al., 2006; Wang et al., 2008). Cependant, il faut préciser que la 
production d’hydrogène n’est pas équivalente aux procédés de 
nitrification/dénitrification et ne permet dès lors pas l’élimination de l’azote 
du milieu.  

Certains éléments métalliques sont également requis en trace afin d’être 
utilisés comme cofacteurs enzymatiques, dans les processus de transport 
d’électrons ou les hydrogénases, par exemple. Parmi ces éléments (Fe, Mg, 
Ni, etc.), le fer est particulièrement important à très faible concentration, car il 
entre dans la composition des hydrogénases et des ferrédoxines, mais il 
devient cependant inhibiteur à trop haute concentration (Chong et al., 2009a; 
Eroglu et al., 2011; Karadag et Puhakka, 2010; Sinha et Pandey, 2011).  

Enfin, en cas de culture à pH libre ou non contrôlé, le milieu peut être 
additionné d’un tampon pH qui limitera la chute du pH lors de la production 
d’acides organiques au cours de la fermentation. Le choix du tampon se fera 
en fonction du pKa du couple acide-base et du pH auquel la culture doit être 
adaptée. À ce titre, les phosphates sont particulièrement adaptés et pourraient 
aussi tenir un rôle métabolique important (Chen et al., 2005; He et al., 
2004).  
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5.1.6. L’hydrogène 
Au regard des équations équilibrées qui aboutissent à la formation 
d’hydrogène par les hydrogénases, il apparaît que cette production est 
inhibée par son propre produit (Bastidas-Oyanedel et al., 2012; Wang et al., 
2007b). Lors de la fermentation, l’hydrogène est produit sous forme dissoute 
dans le milieu et transporté dans celui-ci. Or, il est très peu soluble et aura 
donc tendance à être transféré, plus ou moins rapidement selon les conditions 
de mélange, du milieu vers la phase gazeuse où il pourra être récolté et utilisé 
à des fins énergétiques (pile à combustible, cogénération, etc.).  

À l’équilibre, la relation entre la concentration d’un gaz en phase gazeuse 
(pression partielle pi) et sa concentration sous forme dissoute (Ci) est donnée 
par la loi de Henry, par l’intermédiaire de la constante de Henry (He) qui 
caractérise la solubilité d’un gaz dans un liquide (équation 19). Cette 
constante vaut 7.5 · 10-4 mol·L-1·atm.1 à 25°C. Dans, les milieux riches en 
éléments organiques (AGV, sucres, alcools), ces substances peuvent influencer 
la solubilité de l’hydrogène. 

Loi de Henry : 
Ci = He · Pi  (I - 19) 

L’influence principale de l’hydrogène dissout est exercée sur la voie de la 
NFOR qui est intimement liée à la proportion relative NADH/NAD+. Ainsi, au-
delà de 60 Pa d’hydrogène dissout à l’équilibre, cette voie de production 
devient fortement inhibée et désavantageuse. Les autres voies de production 
souffrent également de l’augmentation de l’hydrogène dissout, mais dans une 
moindre mesure (Clark et al., 2012; Kim et al., 2006; Kraemer et Bagley, 
2007; Nath et Das, 2004b).  

Cet effet est d’autant plus marqué que la production d’hydrogène dissout dans 
le milieu doit être accompagnée par un transfert liquide-gaz suffisant afin de 
maintenir les équilibres et satisfaire à la loi de Henry. Dans le cas contraire, 
une accumulation de l’hydrogène en solution peut survenir pour sursaturer le 
milieu (Pauss et al., 1990). L’étude du transfert de l’hydrogène requiert donc 
une attention particulière lors du design du bioréacteur utilisé (Arslan et al., 
2012).  



Chapitre I – Revue bibliographique et état de l’art 

43 

5.1.7. Les substances inhibitrices 
L’oxygène est, bien entendu, le premier des éléments inhibant la production 
d’hydrogène. Sa présence dans le milieu peut être limitée par l’introduction 
d’anaérobies facultatives qui vont consommer en priorité l’oxygène et 
permettre aux anaérobies strictes de produire l’hydrogène efficacement. 
L’ajout de cystéine est également intéressant comme consommateur de 
l’oxygène (Yuan et al., 2008).  

Les acides organiques produits en solution peuvent également avoir un effet 
inhibiteur à haute concentration, outre l’abaissement du pH. En effet, leur 
présence influence les équilibres métaboliques. Cependant, un taux de 
dilution du milieu approprié et un ajustement des concentrations des substrats 
alimentés dans les réacteurs permettent de limiter la quantité de substrats dans 
le milieu et de limiter facilement ces influences inhibitrices (Arslan et al., 
2012; Baghchehsaraee et al., 2009; Castro-Villalobos et al., 2012; Infantes 
et al., 2011; Khanal et al., 2004).  

Les métaux lourds deviennent toxiques pour les bactéries à des concentrations 
relativement faibles, de l’ordre de quelques dizaines de mg·L-1. La toxicité des 
métaux peut être classée dans l’ordre décroissant Zn > Ni > Cu > Cd > Cr 
(Devi et al., 2010; Li et Fang, 2007b; Lin et Shei, 2008). Les sulfates peuvent 
également être des éléments inhibiteurs de la production d’hydrogène (Chen 
et al., 2008a).  

5.2. Conception du bioréacteur 
Les bioréacteurs utilisés pour la production d’hydrogène peuvent être classés 
selon les conditions hydrodynamiques et d’enrichissement bactérien qui y sont 
appliquées. On distinguera essentiellement les cuves agitées des bioréacteurs 
à biomasse fixée (Jung et al., 2011). Les premiers bioréacteurs sont simples 
d’utilisation et peuvent être alimentés de différentes manières (batch, fed-batch 
ou continu), mais les performances et capacités de traitement y sont limitées 
en raison notamment du risque de lessivage de la biomasse. Les seconds sont 
plus élaborés et difficiles de fonctionnement en raison de la formation de 
zones mortes inhomogènes, mais ils permettent une maximisation des 
capacités de traitement grâce au découplage des temps de rétention 
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hydraulique et solide (Hafez et al., 2009; Obazu et al., 2012; Show et al., 
2008). 

5.2.1. Mode d’alimentation et HRT 
Les cultures batch (discontinues) sont largement répandues afin de mesurer le 
BHP (pour Biological Hydrogen Potential), notamment en petits volumes 
(quelques dizaines ou centaines de mL). Elles permettent de tester et de 
comparer de nombreuses conditions en peu de temps. Cependant, le pH n’y 
est pas nécessairement régulé et rend de ce fait indispensable l’utilisation d’un 
tampon (Hiligsmann et al., 2011). Dès lors, en plus grand volume de 
bioréacteur, l’alimentation en fed-batch (ou AnSBR pour Anaerobic 
Sequenced-Batch Reactor) permet d’envisager une étape de retrait/ajout de 
milieu usagé/frais afin de continuer la production d’hydrogène et d’étudier, 
par exemple, le changement de condition d’une séquence à l’autre, 
l’évolution microbiologique ou encore le maintien de la production 
d’hydrogène sur le moyen ou long terme. L’utilisation de réacteurs plus 
sophistiqués peut également être envisagée, permettant ainsi différentes 
configurations, agitations, régulations pH, etc. Par ailleurs, la fréquence et le 
volume des étapes de retraits/ajouts permettent une première approche de 
l’effet du temps de rétention hydraulique (HRT), paramètre essentiel dans les 
cultures continues afin de définir les capacités de traitement en relation avec 
l’efficacité de la production d’hydrogène (Arooj et al., 2008; Chen et al., 
2009; Cheong et al., 2007). 

Du point de vue de l’évolution vers une plus grande échelle, l’alimentation en 
continu est très avantageuse puisqu’elle permet d’éviter les étapes de 
retrait/ajout de milieu et d’augmenter les capacités de traitements. 
Cependant, les réacteurs classiques à cuves agitées (CSTR pour Continuously 
Stirred Tank Reactor) souffrent rapidement de problèmes de lessivage de la 
biomasse qui peine à se maintenir dans la cuve (Chang et al., 2008b; Chu et 
al., 2009; Ding et al., 2010). Dès lors, des moyens d’immobilisation de la 
biomasse sont envisagés, soit par la mise en place de géométries tout à fait 
différentes, soit par l’introduction, dans la cuve agitée, de supports favorisant 
la formation de biofilms, tels que des billes poreuses (Barros et al., 2010; 
Yokoi et al., 1997). Par ailleurs, lorsque les conditions sont adaptées (pas 
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d’agitation trop importante), certaines souches comme les Clostridium peuvent 
former des agglomérats (flocs) pouvant être retenus plus facilement dans le 
réacteur. Les réacteurs parfaitement agités ont l’avantage d’être faciles à 
opérer puisque les paramètres de culture sont bien maîtrisés en raison de 
l’homogénéité du milieu (Aceves-Lara et al., 2010; Babu et al., 2009). 

L’alimentation en continu a également l’avantage de limiter le risque de 
prolifération d’organismes méthanogènes, ceux-ci ayant une croissance moins 
rapide que les acidogènes et ayant donc tendance à être lessivés en premier 
du bioréacteur. Par ailleurs, l’alimentation en continu a un effet de dilution qui 
permet d’éviter les chocs de changements de milieu (en conditions 
stationnaires) et d’éviter les inhibitions dues aux hautes concentrations en 
métabolites (Wang et al., 2010).  

5.2.2. Immobilisation de la biomasse 
Pour atteindre de hautes capacités de traitement et de vitesse de production 
d’hydrogène, le taux de dilution doit être augmenté, réduisant le HRT et 
pouvant mener au lessivage de la biomasse. Dès lors, d’autres types de 
bioréacteurs que le CSTR ont été utilisés afin de concentrer la biomasse dans 
le réacteur et, de ce fait, découpler le temps de rétention hydraulique et le 
temps de rétention de la biomasse.  

Un premier moyen permettant ce découplage est l’utilisation du CSTR avec 
une membrane permettant de retenir la biomasse. Ce type de procédé est 
néanmoins limité dans la concentration cellulaire par des phénomènes de 
colonisation de la membrane ayant tendance à colmater celle-ci. 

On distingue ensuite les bioréacteurs à culture suspendue formant des 
agglomérats microbiologiques qui peuvent se maintenir plus longtemps dans 
les bioréacteurs selon la configuration mise en place. C’est le cas dans les 
bioréacteurs à lit fixe ou lit fluidisé (respectivement AFBR pour Anaerobic 
Fixed-Bed Reactor ou UASBr pour Upflow Anaerobic Sludge Blanket reactor) 
dont le flux liquide met en suspension la biomasse (Figure 10). Ces 
bioréacteurs ont été largement étudiés dans le cadre de la méthanisation. Les 
concentrations cellulaires peuvent atteindre plusieurs dizaines de g·L-1. Ils 
atteignent de très bonnes performances de production d’hydrogène mais 
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souffrent d’un manque d’homogénéité qui engendre le risque de 
développement de zones mortes et de plusieurs populations microbiennes, 
dont les microorganismes consommateurs d’hydrogène (Castello et al., 2009; 
Chang et al., 2002; Gavala et al., 2006; Obazu et al., 2012). Ces 
géométries permettent néanmoins d’installer aisément des supports permettant 
le développement de biofilms afin de pouvoir encore augmenter les taux de 
dilution. Cependant, les écoulements hydrodynamiques des liquides ne sont 
toujours pas parfaitement maîtrisés au sein de ces bioréacteurs (Fritsch et al., 
2008; Lee et al., 2003).  

Enfin, des conceptions plus originales de bioréacteurs à lits arrosés existent, 
permettant une maximisation de l’aire interfaciale et l’amélioration du transfert 
de l’hydrogène en même temps qu’une fixation de la biomasse (Ahn et al., 
2005; Arriaga et al., 2011). 

 
Figure I - 10 : Différentes configurations de réacteurs anaérobies continus. (a) : réacteur 
continu à cuve parfaitement mélangée (CSTR) ; (b) : réacteur continu à cuve parfaitement 
mélangée et support d’immobilisation, (c) : réacteur vertical à lit fixe (UAFB) ; (d) et (e) : 
réacteur à lit fluidisé (UASBr), avec ou sans recirculation ; (f) : réacteur à lit arrosé. 

5.2.3. Transfert d’hydrogène 
L’hydrogène étant un gaz très peu soluble, sa concentration dissoute est très 
faible à l’équilibre défini par la loi de Henry. Cependant, lorsque les 
conditions de mélange du milieu ne sont pas suffisamment importantes, il peut 
s’accumuler dans la phase liquide et sursaturer le milieu de près de 20 à 30 
fois la concentration d’équilibre (Kraemer et Bagley, 2006; Pauss et al., 
1990). Cette sursaturation inhibe la production d’hydrogène et amène la 
bactérie à modifier les voies métaboliques qu’elle utilise. Un objectif de la 
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conception de bioréacteur sera donc d’améliorer la manière dont le gaz est 
naturellement transféré depuis la phase liquide vers la phase gazeuse.  

Le transfert liquide-gaz peut être schématisé selon la Figure 11, présentant les 
concentrations ou pressions partielles au sein du liquide et à proximité de 
l’interface liquide-gaz. Les lois issues du génie chimique identifient la 
principale résistance au transfert du côté liquide (Pi≈PG), aboutissant à 
l’équation 20 dans laquelle on retrouve la constante de Henry (He), un 
coefficient de transfert liquide du côté liquide (kLa) et les pressions partielles 
en hydrogène dans le gaz (PG) et dans le liquide (PG°, pression partielle 
équivalente à la concentration liquide à l’équilibre, calculée par 
l’intermédiaire de l’équation de Henry (19)). 

 
Figure I - 11 : Schéma de transfert de l’hydrogène produit en solution par la bactérie vers la 
phase gazeuse au travers de la couche de transfert du côté liquide, dans laquelle la 
concentration en hydrogène dissout évolue, depuis la concentration du liquide jusqu’à la 
concentration d’interface, à l’équilibre avec la pression partielle par l’intermédiaire de la loi de 
Henry. 

Transfert de gaz depuis la phase liquide vers la phase gazeuse : 
Q = (kLa · He) · (P°G – PG)  (I - 20) 
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Dès lors, un moyen efficace pour éviter les sursaturations et la concentration 
en hydrogène dissout est d’augmenter le kLa (Mandal et al., 2006). Ce 
paramètre dépend des conditions de mélange du milieu et de la surface 
spécifique à l’interface gaz-liquide. Plusieurs méthodes ont été envisagées 
comme, par exemple, l’augmentation de l’agitation, ce qui est facilement 
réalisé dans les réacteurs à cuves agitées (Clark et al., 2012; Gomez et al., 
2009; Kim et al., 2006; Kraemer et Bagley, 2007). Plusieurs auteurs ont 
également étudié l’influence d’un dégazage avec un gaz inerte mais, bien 
que cette méthode améliore la production d’hydrogène, l’hydrogène extrait 
est fortement dilué dans le gaz inerte, ce qui limite sont utilisation à des fins 
énergétiques par la suite (Bastidas-Oyanedel et al., 2012; Massanet-Nicolau 
et al., 2010; Mizuno et al., 2000; Nath et Das, 2004b). Dès lors, l’utilisation 
de réacteurs à grande surface d’échange, maximisant l’interface liquide-gaz, 
a été quelque peu étudié récemment (Arriaga et al., 2011). 

5.2.4. Gestion du procédé sur le long terme  
La possibilité de produire de l’hydrogène sur de longues périodes est un point 
incontournable pour envisager le scale-up du procédé à l’échelle industrielle. 
Par ailleurs, il faut pouvoir assurer les performances, notamment au regard du 
risque de développement de communautés de microorganismes qui les 
réduisent (Koskinen et al., 2007; Vatsala et al., 2008). Il faut également 
pouvoir maintenir à moindre frais l’anaérobiose dans le milieu. Pour ce faire, 
l’utilisation de souches anaérobies facultatives peut être d’un grand secours 
(Yokoi et al., 1998).  

À défaut, des stratégies de redémarrage rapide du bioréacteur peuvent être 
envisagées par enrichissement des microorganismes producteurs 
d’hydrogène, soit par traitement de la biomasse (chaleur, acide ou base, 
chimique, etc.) soit par ajout d’un inoculum de culture pure (Baghchehsaraee 
et al., 2011; Lin et al., 2010). 

5.3. Biologie moléculaire appliquée à la 
fermentation anaérobie 

L’utilisation d’outils de biologie moléculaire dans le domaine de la dark 
fermentation permet d’entrevoir une meilleure compréhension des mécanismes 
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biochimiques mis en jeu dans la cellule pour la production d’hydrogène. 
Récemment, de nombreux progrès ont été réalisés dans l’information 
disponible au niveau du contenu génomique des souches productrices. Le 
développement d’outils moléculaires et d’ingénierie métabolique permettent 
d’envisager l’amélioration, les productivités et rendements de la production 
d’hydrogène (Abo-Hashesh et al., 2011; Oh et al., 2011).  

Afin de pouvoir suivre et analyser les microorganismes présents dans les 
cultures mixtes ou consortia synthétiques, les outils qualitatifs, tels que la 
DGGE (pour Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), permettent la 
caractérisation aisée des microorganisme en présence. Leur distribution dans 
l’espace des souches. Par ailleurs, le développement de méthodes 
quantitatives peut-être aidée de techniques de coloration tel que la FISH. 
Enfin, les analyses quantitatives, telles que la qPCR et RT-qPCR, sont utilisées 
en ciblant l’expression d’enzymes spécifiques, particulièrement les 
hydrogénases qui jouent un rôle dans la production d’hydrogène (Calusinska 
et al., 2009; Tolvanen et al., 2008).  

En outre, une attention particulière est portée à l’ingénierie métabolique afin 
de pouvoir orienter directement le métabolisme vers la production 
d’hydrogène plutôt que vers les voies défavorables. Cependant, au vu de la 
diversité des voies métaboliques associées aux différents microorganismes, 
ces méthodes s’avèrent souvent très spécifiques mais apportent néanmoins 
d’importantes informations quant aux mécanismes de fermentation. Ainsi, la 
surexpression d’enzymes natives et/ou la redirection des flux de carbone et 
d’électrons éliminant les voies métaboliques compétitives à la production 
d’hydrogène (formation de lactate, d’éthanol, etc.) ont été investiguées 
(Mathews et Wang, 2009; Morimoto et al., 2005). La possibilité 
d’incorporer, dans un microorganisme, des voies métaboliques non natives est 
aussi une piste envisagée, notamment autour de la souche E. Coli qui est, de 
loin, une des plus étudiées et des mieux connues dans ce domaine. Enfin, 
certains auteurs envisagent la modification génétique d’hydrogénases rendant 
ces dernières tolérantes et compatibles avec la présence d’oxygène, 
notamment dans le cadre de la biophotolyse (Akhtar et Jones, 2008; Barton et 
al., 2010; Mertens et Liese, 2004).  
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6. Objectifs de la thèse et structure du travail 

La production d’hydrogène par fermentation anaérobie est un sujet 
d’investigation riche et vaste. Il est étudié par de nombreux scientifiques 
depuis le début des années 90 ainsi que le montre la riche revue 
bibliographique réalisée jusqu’ici.  

À terme, la technologie est très certainement assurée de jouer un rôle dans la 
structure énergétique du futur. Cependant, elle n’a pas encore atteint une 
maturité suffisante pour pouvoir être dès à présent protée à l’échelle 
industrielle. Les plans de structures énergétiques dressés par l’UE ou le DOE 
(USA) prévoient l’émergence du biohydrogène à l’horizon 2030 (pour le 
photo-hydrogène) et à l’horizon 2050 pour le biohydrogène par dark 
fermentation. 

En effet, si la technologie était applicable en condiérant les connaissances 
théoriques et pratiques développées jusqu’à présent (ce qui sera, d’un point 
de vue économique et environnemental, probablement le cas avant 2050), la 
structure énergétique n’est pas encore apte à intégrer les procédés alternatifs 
de production d’hydrogène. La première étape est donc invariablement la 
construction de la société hydrogène, qui ne pourra s’établir que par le 
développement simultané des moyens de production, d’un réseau de 
distribution et de la demande créée par les utilisateurs (par exemple, via les 
piles à combustibles pour la cogénération ou le secteur des transports). Cela 
impliquera également une sensibilisation à l’utilisation de l’hydrogène qui 
reste considéré, dans la conscience collective, comme un gaz trop dangereux.  

Dès lors qu’une structure sera prête à recevoir toute production d’hydrogène 
et à en diversifier la source ou à permettre une délocalisation des lieux de 
production afin de les rendre plus proches des utilisateurs, alors la production 
de biohydrogène sera réellement envisageable. Cependant, elle ne pourra 
l’être qu’à la condition d’améliorer les performances de production 
d’hydrogène actuellement atteintes à l’échelle du laboratoire, c'est-à-dire, in 
fine, de rendre le procédé économiquement viable. Cette thèse s’inscrit dans 
cette démarche en proposant des pistes d’amélioration et d’optimisation de la 
production d’hydrogène. 
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Au CWBI, la production d’hydrogène par voie microbiologique a été 
approchée depuis le début des années 2000 et les travaux ont permis, entre 
autres, de sélectionner des souches anaérobies strictes et facultatives 
productrices d’hydrogène, de définir la composition des milieux riches dont la 
source de carbone est le substrat limitant, de caractériser les performances de 
production dans différentes conditions et de mettre au point les méthodes de 
mesures rapides (cultures batch en petit volume) ou (semi-) continues (cultures 
fed-batch ou continues en bioréacteurs). Ces études ont été réalisées en phase 
avec les avancements de la littérature scientifiques. Ce travail de thèse s’inscrit 
dans la continuité des travaux réalisés antérieurement au CWBI afin 
d’avancer, du point de vue microbiologique, vers l’application pratique de la 
production d’hydrogène à plus grande échelle. En outre, ce travail a été mené 
en parallèle avec les thèses de Serge Hiligsmann (2012), Christopher 
Hamilton (2012), Magdalena Calusinska (2012) et Julien Masset (en cours), 
ainsi qu’en association avec les laboratoires universitaires du CIP (Prof. 
Bernard Joris), LPBP (Prof. Fabrice Franck), LAG (Prof. Claire Remacle) dans le 
cadre de l’Action de Recherche Concertée nommée MicroH2 et financée par 
la Communauté Wallonie-Bruxelles (ARC-07/12-04).  

L’objectif de ce travail est de proposer des pistes afin de faire évoluer le 
procédé de production d’hydrogène par fermentation anaérobie vers une plus 
grande échelle. Pour ce faire, le procédé a été envisagé dans son ensemble 
sur base des techniques acquises antérieurement au laboratoire. Outre 
l’amélioration des rendements de production et des productivités, d’autres 
axes de recherche, tels que la diversification des substrats, la réduction des 
coûts des milieux liquides, le passage en cultures mixtes plutôt qu’en 
monocultures, la compréhension fondamentale de l’influence de l’agitation et 
du transfert gazeux, le design de bioréacteurs originaux et la compréhension 
de leurs performances ont été étudiés. Ces thèmes de recherches seront 
regroupés dans les trois sections suivantes : 

� Parmi les paramètres conditionnant l’application de la fermentation 
anaérobie à plus grande échelle, la diversification des substrats, la 
réduction des coûts du milieu et le travail en culture mixte seront 
abordés dans un premier temps (dans la section 2 de cette thèse). Le 
chapitre II abordera la production d’hydrogène à partir de plusieurs 
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substrats par une souche anaérobie stricte et facultative, en cultures 
pures et en co-cultures. Le chapitre III se penchera sur le passage d’une 
culture pure de la souche Clostridium butyricum à une culture mixte 
contaminée par des microorganismes non-producteurs d’hydrogène afin 
d’observer l’évolution des performances en bioréacteurs menée sur 
plusieurs semaines. 

� Ensuite, la 3ème section se penchera sur l’étude du transfert massique de 
l’hydrogène et sur les moyens d’augmenter ce transfert afin de limiter la 
concentration en hydrogène dissout et d’observer les effets sur les 
performances de production. Dans le chapitre IV, une étude 
fondamentale permettra de confirmer ce modèle et de quantifier 
l’augmentation des performances. Ensuite, ce modèle sera appliqué à 
un réacteur au design original, appelé réacteur anaérobie à biodisque 
(AnBdR), dans les chapitres V et VI. Les performances de production à 
moyen et long terme seront notamment suivies. 

� La dernière partie des résultats (4ème section) portera sur l’interaction 
mise en évidence entre des particules métalliques et les bactéries 
productrices d’hydrogène afin d’améliorer la cinétique de production 
d’hydrogène (chapitre VII). 

Ces résultats, qui vont être développés et discutés dans les prochains 
chapitres, seront ensuite synthétisés et comparés aux développements 
proposés dans la littérature scientifique. Plusieurs propositions d’intégration du 
bioprocédé seront réalisées afin de suggérer des perspectives de recherches 
futures qui permettront à l’aboutissement d’une production d’hydrogène à 
grande échelle. Ces développements feront l’objet de la 5ème section du 
manuscrit. 
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Préface 

Parmi les souches permettant d’atteindre à la fois de bons rendements et de 
bonnes productivités dans les gammes de température mésophile, les 
bactéries du genre Clostridium sont les plus souvent citées dans la littérature. 
En particulier, la souche Clostridium butyricum CWBI1009, étudiée au cours 
de ces travaux de thèse, s’est avérée être particulièrement performante et 
intéressante. En effet, elle produit l’hydrogène à de hautes productivités, de 
bons rendements et elle se conserve aisément en raison de ses capacités de 
sporulation (Masset et al., 2010). Cependant, elle est extrêmement sensible à 
l’oxygène qui empêche sa croissance et elle est, par ailleurs, incapable de le 
consommer afin de créer elle-même les conditions d’anaérobioses nécessaires 
pour la production d’hydrogène. Dès lors, l’ajout de L-cystéine est rendu 
nécessaire afin d’assurer ces conditions dans le milieu. 

Afin d‘envisager la production d’hydrogène à plus large échelle, il faut 
envisager à la fois la maximisation des performances de production 
d’hydrogène et la limitation des coûts de production, en utilisant un milieu peu 
cher. Dans le milieu MDT, couramment utilisé au CWBI pour les fermentations 
anaérobies, on peut distinguer les composés coûteux tels que la source 
d’azote (peptone de caséine et extrait de levure), la source de carbone 
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(glucose monohydrate), la cystéine et, dans une moindre mesure, les sels 
formant le tampon pH. Les trois premiers composés constituent donc le 
principal facteur de coût des milieux MDT. 

L’utilisation de différentes sources d’azote moins coûteuses (azote minéral 
plutôt qu’organique) a été l’objet du travail de thèse mené au CWBI par 
Hamilton (2012). Ce travail a démontré que, d’une part,la forte réduction de 
concentration en peptone de caséine menait à de meilleures performances, et, 
d’autre part, que l’utilisation d’azote minéral (ammoniacal) était 
envisageable. Dès lors, l’utilisation de la source d’azote ne sera pas abordée 
dans ce chapitre. 

La source de carbone étant également la principale source d’énergie pour la 
bactérie, lui permettant de croître et de produire de l’hydrogène, elle est 
nécessaire dans le milieu. Cependant, l’utilisation de sources de carbone à 
faible coût, voire à coût négatif (comme lorsque les sucres constituent un 
déchet à épurer des eaux usées), est une des voies permettant d’envisager la 
production de biohydrogène à grande échelle. Dans cette optique, ce 
chapitre se penchera sur les capacités des souches productrices d’hydrogène 
à utiliser d’autres sources de carbones que le glucose. À terme, l’objectif 
serait d’envisager la création d’une eau usée synthétique afin d’en tester les 
performances pour, finalement, aboutir à l’utilisation d’eaux usées 
industrielles, dont les compositions peuvent fortement varier selon les activités 
de l’industrie. 

Enfin, la cystéine représente un coût important (de l’ordre de 0.5€ par litre de 
milieu à 0.5 g·L-1), ce qui, à grande échelle, représente un montant 
inacceptable. Cependant, la consommation de l’oxygène résiduel du milieu 
est nécessaire afin de garantir la croissance de Clostridium butyricum. Dès 
lors, plutôt que l’utilisation de cystéine, l’emploi de souches consommatrices 
d’oxygène est envisagé dans ce chapitre. Le choix s’est naturellement porté 
vers une souche productrice d’hydrogène anaérobie facultative, telle que 
Citrobacter freundii, qui, bien que moins performante que Clostridium 
butyricum, avait déjà été cultivée au laboratoire. L’emploi des deux souches 
en consortium a été envisagé afin d’approcher la viabilité des deux souches 
et les performances de production d’hydrogène atteintes.  
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Abstract  

This paper investigates the biohydrogen production by two mesophilic strains, 
a strict anaerobe (Clostridium butyricum CWBI1009) and a facultative 
anaerobe (Citrobacter freundii CWBI952). They were cultured in pure and 
mixed cultures in serum bottles with five different carbon sources. The 
hydrogen yields of pure C. freundii cultures ranged from 0.09 molH2∙molhexose

-1 

(with sucrose) to 0.24 molH2∙molhexose
-1 (with glucose). Higher yields were 

obtained by the pure cultures of Cl. butyricum ranging from 0.44 
molH2∙molhexose

-1 (with sucrose) to 0.69 molH2∙molhexose
-1 (with lactose). This strain 

also fermented starch whereas C. freundii did not. However, it consumed the 
other substrates faster and produced hydrogen earlier than Cl. butyricum. This 
ability has been used to promote the growth conditions of Cl. butyricum in co-
culture with C. freundii, since Cl. butyricum is extremely sensitive to the 
presence of oxygen which strongly inhibits H2 production. This approach 
could avoid the addition of any expensive reducing agents in the culture 
media such as L-cysteine since C. freundii consumes the residual oxygen. 
Thereafter, co-cultures with glucose and starch were investigated: hydrogen 
yields decreased from 0.53 molH2∙molhexose

-1 for pure Cl. butyricum cultures to 
0.38 molH2∙molhexose

-1 for mixed culture with glucose but slightly increased with 
starch (respectively 0.69 and 0.73 molH2∙molhexose

-1). After 48 hours of 
fermentation, metabolites analysis confirmed with microbial observation, 
revealed that the cell concentration of C. freundii dramatically decrease or 
was strongly inhibited by the development of Cl. butyricum. 

Keywords:  

Biohydrogen; Clostridium butyricum; Citrobacter freundii; mixed culture; 
biochemical hydrogen potential; batch; substrate 
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1. Introduction 

Hydrogen (H2), whether burned or used directly in a fuel cell, is a very 
promising clean energy vector for the decrease of our environmental impact 
since its utilization generates only water vapor. Nevertheless, H2 is still mainly 
produced by steam reforming of methane, a process releasing large amount 
of fossil CO2 in the atmosphere. In the last few years, there has been an 
increasing interest to find new H2 production processes with almost no carbon 
emission (Balat, 2009b; Holladay et al., 2009; Moriarty et Honnery, 2009). 
One of the most promising and investigated prospects is the biological 
production of hydrogen through the degradation of a large spectrum of 
carbon sources by anaerobic bacteria in a process called “dark fermentation” 
(Das, 2009; Das et Veziroglu, 2001; Hallenbeck, 2009; Levin et al., 2004; 
Nath et Das, 2004a). 

The best described mesophilic strains are, on the one hand, strict anaerobic 
bacteria from the genus Clostridium that have the potential to reach high 
experimental hydrogen yields (about two moles of hydrogen per mole of 
hexose consumed). And on the other hand, facultative anaerobes such as 
Enterobacteriaceae that present lower experimental yields (~1 molH2/molhexose) 
but can achieve higher production rates (Hallenbeck et Benemann, 2002; 
Hawkes et al., 2002; Kotay et Das, 2008). The main purpose to enhance 
fermentative hydrogen production is to improve hydrogen yields for an 
efficient energy recovery from the substrate. The two species investigated in 
this work, Clostridium butyricum CWBI1009 (Masset et al., 2010) and 
Citrobacter freundii CWBI952 (Hamilton et al., 2010), have a maximum 
theoretical hydrogen yield of 4 and 2 molH2∙molhexose

-1 respectively depending 
on the metabolic pathway followed for the fermentation of the carbon source 
(Kraemer et Bagley, 2007; Nandi et Sengupta, 1998; Nath et Das, 2004b; 
Oh et al., 2008a).  

Clostridia are however extremely sensitive to the presence of oxygen which 
strongly inhibits H2 evolving enzymes (Heinekey, 2009). This can be avoided 
with the addition of an expensive reducing agent such as L-cysteine. However, 
the use of such an agent is not suitable for a large-scale cost effective 
biohydrogen production process (Das et Veziroglu, 2008; Yuan et al., 2008). 
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Hydrogen may evolve through the fermentation processes of simple 
carbohydrates such as glucose, sucrose, lactose and maltose or more complex 
ones such as starch or even cellulose (Davila-Vazquez et al., 2008; 
Magnusson et al., 2008; Ueno et al., 1995). Only a few studies have 
investigated the hydrogen production with these different substrates on pure 
cultures in comparison with co-cultures (Chen et al., 2008c; Nath et al., 
2006; Pan et al., 2008; Yokoi et al., 1995). This is why this work compares 
the hydrogen and major metabolites production (i.e. acetate, butyrate, 
formate, lactate, ethanol and succinate) in pure C. freundii and Cl. butyricum 
cultures with five different substrates. These experiments were carried out in 
serum bottles batch cultures based on the biochemical hydrogen potential 
(BHP) test procedure described by Lin et al. (2007). 

Furthermore, a co-culture of C. freundii and Cl. butyricum in the same BHP 
culture may enhance hydrogen production. Such a culture wouldn’t require the 
addition of any reducing agents since C. freundii consumes oxygen and 
provides the anaerobic conditions required for Cl. butyricum growth. This has 
already been shown in a mixed culture of Enterobacter sp. and Cl. butyricum 
growing on starch (Yokoi et al., 2002; Yokoi et al., 1998). However, little is 
known about this consortium on other substrates. In this work, co-cultures were 
monitored on glucose and also on starch for comparison. They are discussed 
in comparison with the results found in the literature. 
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2. Material and methods 

2.1. Microorganisms conservation and 
preculture media 

The two species cultured in this work, i.e. Citrobacter freundii CWBI952 and 
Clostridium butyricum CWBI1009 were previously isolated and characterized 
in our laboratory (Hamilton et al., 2010; Masset et al., 2010). For the 
conservation of the strains, 1 ml of a previous 25 ml of culture, hermetically 
stoppered and incubated at 30 °C, was transferred weekly to a fresh tube 
filled with sterile MD medium. The MD medium contained per liter of 
deionized water: glucose monohydrate (5 g), casein peptone (5 g), yeast 
extract (0.5 g), KH2PO4 (2 g), MgSO4.7H2O (0.5 g) and L-cysteine 
hydrochloride (0.5 g). All the chemicals used were of analytical or extra pure 
quality and were supplied by Merck, UCB and Sigma. Casein peptone and 
yeast extract were supplied by Organotechnie (La Courneuve, France). 

2.2. Experimental procedures and culture media 
The BHP (Biochemical Hydrogen Potential) tests were carried out in 270 ml 
sterile glass serum bottles filled with 200 ml of MD medium and different 
carbon sources in order to determine the hydrogen production potential of the 
strains. The sterile carbon source (i.e. glucose monohydrate, maltose, sucrose, 
lactose or starch in solution in deionized water) were prepared and added 
separately at a final concentration of 4.3 gCOD∙l-1 to prevent the Maillard 
reactions between carbohydrates and amino acids. The same approach was 
followed with L-cysteine hydrochloride to a final concentration of 0.5 g∙l-1. The 
effective final substrate concentration was measured by HPLC. Differences 
between the initial concentrations of the carbon sources ranged from 3.9 to 
4.8 gCOD∙l-1, due to hydration of the compounds. After the preparation of the 
MD medium and adjustment of the pH to 7.3 the bottles were sterilized. The 
carbon source and L-cysteine solution were then added before inoculation of 
the medium with 5 ml of a fresh preculture tube (incubated for 48 hours) for 
the pure strains cultures and with 3 ml of each strain for the mixed cultures. 
The bottles were then capped with a butyl stopper as described by Lin et al. 
(2007) and flushed with nitrogen gas to remove the remaining oxygen in the 
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bottle gas phase. The bottles were then incubated at 30°C ± 0.5°C with an 
orbital stirring at 150 rpm. Each BHP test was conducted in triplicate for the 
standard deviation estimations. 

2.3. Analytical methods 
The cell concentration of C. freundii was determined by consecutive dilutions 
in peptoned water. A 100 μl sample of the three final dilutions was spread on 
PCA Petri dishes before incubation at 30°C for 18 to 24 hours. This method 
was also used to confirm the absence of other microorganisms than C. 
freundii. The PCA (Plate Count Agar) medium, contained per liter of deionized 
water: glucose monohydrate (1 g), casein peptone (5 g), yeast extract (2.5 g), 
agar (15 g). The cell concentration of Cl. butyricum or of the mixed culture 
were determined by microscopic observations on a Bürker counting chamber 
(mean of 10 counts) after dilution and cell settlement in a 0.4% (final 
concentration) fresh formaldehyde solution. The absence of aerobic 
contaminants was verified by spreading 100 μl of the culture on PCA medium 
plates and incubating for 48 hours at 30°C. The absence of bacterial growth 
confirmed the absence of aerobic contaminants. 

The volume of biogas produced was measured with a sterile syringe and 
needle introduced through the previously sterilized septum. The proportion of 
hydrogen gas was determined using a gas chromatograph (GC) (Hewlett-
Packard 5890 Series II) fitted with a thermal conductivity detector (TCD) and a 
30 m x 0.32 mm GAS PRO GSC capillary column (Altech) in series with a 20 
m x 0.25 mm CarboPLOT P7 column (Chrompak). The temperatures of the 
injection, TCD chambers and the oven were maintained at 90°, 110° and 
55°C respectively. Nitrogen was used as the carrier gas in the column at a 
flow rate of 20 ml∙min-1. 

The liquid samples harvested during or at the end of the fermentations (ca. 
from 48 to 96 hours) were centrifuged at 13000 g for 10 min. The obtained 
supernatants were then filtered through a 0.2 μm cellulose acetate membrane 
(Minisart Sartorius) and analyzed by HPLC. The HPLC analysis was carried 
out using an Agilent 1100 series (HP Chemstation software) with a Supelcogel 
C-610H column preceded by a Supelguard H pre-column (oven temperature 
40 °C), 0.1% H3PO4 (in milliQ water) as the isocratic mobile phase at a flow 
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ate of 0.5 ml∙min-1 and a differential refraction index detector (RID, heated at 
35°C). The method lasted for 35 min at a maximum pressure of 60 bars. The 
concentrations of the compounds in the samples are determined in 
comparison with standard samples analyzed for the establishment of 
calibration curves. The data for the glucose (or any other carbon source) and 
metabolite concentrations were used to calculate the mass balance (MB) of the 
glucose conversion using the equation: 

 (II - 1) 

Where Ni is the number of carbon atoms in a molecule of metabolite i; ∆Ci is 
the concentration of metabolite i effectively produced (i.e. the difference 
between the final and initial concentrations); NG is the number of carbon 
atoms in the substrate molecule (i.e. 6) and ∆CG is the concentration of the 
glucose consumed (Eq.(1)). 
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3. Results and discussion  

3.1. Hydrogen production by Citrobacter freundii 
CWBI952 and Clostridium butyricum CWBI1009 
using five different substrates. 

The investigation of hydrogen and metabolites production with five different 
substrates (glucose, maltose, sucrose, lactose and starch) was first carried out 
with pure cultures of Citrobacter freundii CWBI952 and Clostridium butyricum 
CWBI1009 in 270 ml batch serum bottles. Cell concentrations in the serum 
bottles at the beginning of the fermentation were of 4.3∙10+07 and 1.2∙10+07 
CFU∙ml-1 respectively. The hydrogen production performances were compared 
in terms of hydrogen yields allowing a firm basis for a comparison of the two 
strains. The cumulative volumes of hydrogen produced and the hydrogen 
yields are reported in the Table 1 along with the substrate conversion ratios 
and the final cell concentrations (48 hours after inoculation), 

Table II - 1 : Substrate conversion ratio, final hydrogen production, hydrogen yield and cell 
concentration in 270 ml batch culture with five different substrates during 48 hours.  

 
Substrate 
conversion ratio 

Hydrogen 
production (ml) 

Hydrogen yield 
(molH2∙molhexose

-1) 

Final cell 
concentration 
(CFU∙ml-1) 

Citrobacter 
freundii 
CWBI952 

Glucose 98.2% 46.1±5.7 0.24±0.03 1.0∙10+09 
Maltose N.D. N.D. N.D. N.D. 
Sucrose 92.5% 19±2.8 0.10±0.02 1.3∙10+09 
Lactose 99.4% 35.3±7.2 0.18±0.04 5.4∙10+08 
Starch 0 0 N.D. (0) 3.3∙10+08 

Clostridium 
butyricum 
CWBI1009 

Glucose 89.3% 95.9±2.0 0.58±0.01 2.6∙10+08 
Maltose 97.2% 100.8±2.0 0.51±0.01 2.6∙10+08 
Sucrose 99.1% 98.3±0.5 0.52±0.00 2.2∙10+08 
Lactose 93.3% 123.9±2.0 0.69±0.00 1.4∙10+08 
Starch 85.6% 79.1±2.1 0.49±0.02 2.1∙10+08 

N.D.: Not determined 

These results clearly show that better performances were obtained with Cl. 
butyricum compared to C. freundii which produced hydrogen less efficiently. 
With starch C. freundii produced no hydrogen. This had already been 
reported in the literature and is due to its lack of functional amylases (Kotay et 
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Das, 2009). Although no hydrogen was produced by C. freundii, biomass 
increased to 3.3∙10+08 CFU∙ml-1 probably due to the consumption of other less 
accessible carbon sources in the media, i.e. casein peptone and yeast extract. 
By contrast Cl. butyricum is able to produce hydrogen by degrading starch. 

For every substrate investigated, higher hydrogen yields were obtained with 
Cl. butyricum. In addition, hydrogen was more abundant in the biogas 
produced by Cl. butyricum compared to C. freundii (on average 70% vs 62% 
respectively, data not reported here).  

The differences in the performances of the two strains are due to the different 
metabolic pathways followed (Oh et al., 2008b; Ying et Yang, 2004). 
Enterobacteriaceae produce hydrogen via the decomposition of formate up to 
a maximum yield of 2 molH2∙molhexose

-1. Whereas Clostridia follows the mixed 
acid fermentation and provides a maximum yield that is twice as high when 
producing acetate and butyrate. However, the yields obtained in this 
investigation, ranging from 0.1 to 0.24 and 0.49 to 0.69 molH2∙molhexose

-1 for 
C. freundii and Cl. butyricum respectively, are lower than those published in 
several studies (0.88 molH2∙molhexose

-1 for C. freundii (Hamilton et al., 2010) 
and 1.69 molH2∙molhexose

-1 for Cl. butyricum (Masset et al., 2010). This 
difference can be explained by the absence of pH regulation in the serum 
bottle experiments. During the fermentation of the carbon sources, acid 
metabolites were produced leading to a rapid decrease in pH (set at 7.3 at 
the beginning). Since no buffer such as HPO4

2-/ H2PO4
- was used in the media 

the pH of the cultures rapidly dropped to levels lower than the optimal pH for 
hydrogen production (5.9 and 5.2 for C. freundii and Cl. butyricum 
respectively) thereby reducing the final yield reached. In addition the final pH 
levels were much lower (ranging from 4.13 to 4.67) inducing a strong 
inhibitory effect, not only on the hydrogen production but also on substrate 
consumption.  

3.2. Metabolites analysis for C. freundii and Cl. 
butyricum with different substrates. 

The main soluble metabolites (ethanol, lactate, acetate, succinate and formate 
for C. freundii and butyrate, lactate, acetate, formate and ethanol for Cl. 
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butyricum) were analyzed by HPLC at the end of the culture (48 hours). The 
carbon mass balance for these metabolites is indicated in the Figure 1 in 
terms of the percentage of substrate’s carbon content converted. Due to the 
difference in the metabolic pathways involved, butyrate is only produced by 
Cl. butyricum and succinate only by C. freundii. In addition more of the 
carbon source is converted to ethanol by C. freundii (ten times more than with 
Cl. butyricum).  

 
Figure II - 1: Carbon mass balance for C. butyricum and C. freundii in 270 ml batch 
fermentation with different carbon sources, expressed in percentage of carbon converted from 
the consumed carbon source (  succinate;  lactate;  formate;  
acetate;  ethanol;  butyrate;  carbon dioxide). 

With the C. freundii cultures, only small amounts of formate were detected 
indicating that only a little more hydrogen, enhancing the yields by about 
20%, could have been produced through the activity of the Formate Hydrogen 
Lyase (FHL) enzymatic complex decomposing formate in hydrogen (Kim et al., 
2008). Other metabolites, mainly ethanol and lactate accounting for about 
20% of the glucose converted, are of less interest in this context since they do 
not lead to the production of hydrogen. When the cultures were maintained in 
optimal conditions, these metabolites were still produced in similar amounts. 
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This indicates that very little or no adaptation in C. freundii’s metabolic 
pathway occurs in response to these conditions (Hamilton et al., 2010). 

With Clostridia’s metabolic pathway, only acetate and butyrate lead to the 
coproduction of hydrogen, accounting for 15.9% and 24.5% respectively of 
the glucose converted. In a previous work, regulated batch cultures at the 
optimal pH for hydrogen production were carried out with Cl. butyricum and 
these two metabolites accounted for 12.7% and 40.3% respectively with a 
yield of 1.69 molH2∙molhexose

-1 (Masset et al., 2010) . The lower conversion rate 
of carbohydrate into acetate and butyrate shown here explains the low 
hydrogen yields obtained in the serum bottles cultures. Therefore, it can be 
assumed that Cl. butyricum adapts its metabolism to produce more favorable 
metabolites and hydrogen when growing under optimal pH conditions. The 
synthesis of lactate is not accompanied by hydrogen production. In this study, 
no lactate was produced from lactose by Cl. butyricum. This observation may 
be linked to the higher hydrogen yields reached compared to other substrates 
(Table 1) and to the higher conversion rate of the carbon source into butyrate 
(35.3% with lactose and 24.5% with glucose). By contrast, a considerable 
amount of lactate was produced from the other carbohydrates (e.g. 37.3% of 
the initial glucose). Cl. butyricum also synthesize formate accounting for 2 to 
3% of the substrate. This metabolite could be used in a co-culture of the two 
species to potentially produce more hydrogen via C. freundii’s metabolism. 
Yokoi has already investigated this topic, reporting that such a mixed culture 
produced hydrogen efficiently and without the need to add an expensive 
reducing agent (Yokoi et al., 1998). 

3.3. Batch fermentation with co-culture of C. 
freundii and Cl. butyricum on glucose and 
starch. 

Mixed cultures of Cl. butyricum and C. freundii were cultured in 270 ml serum 
bottles with glucose or starch. Pure cultures were carried out in the same 
conditions for comparison. L-cysteine was added in each culture according to 
the media description in materials and methods. The results of these 
experiments are reported in Table 2 indicating the hydrogen production 
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measured after 24 hours of culture and at the end of the fermentation (96 
hours on glucose and 48 hours on starch) and hydrogen yields. 

Table II - 2: Hydrogen production and yields from glucose and starch fermentation in pure or 
mixed culture with Cl. butyricum and C. freundii. C. freundii is not tested in pure culture on 
starch because it doesn’t degrade starch. The yields are calculated at the end of the 
fermentation. 

 
Cumulative hydrogen production (ml) 

Hydrogen yield 
(molH2∙molhexose

-1) 
24h End of fermentation  

Glucose 

Pure C. freundii 38.4 ± 1.2 40.3 ± 5.4 0.25 ± 0.03 
Pure Cl. butyricum  0 99.6 ± 8.8 0.53 ± 0.04 
Mixed C. freundii 
and Cl. butyricum 

54.4 ± 2 62.6 ± 2.7 0.38± 0.02 

Starch 

Pure C. freundii N.D. N.D. N.D. 
Pure Cl. butyricum N.D. 92 ± 5.7 0.69 ± 0.04 
Mixed C. freundii 
and Cl. butyricum 

44 ± 1.4 96.5 ± 0.7 0.73 ± 0.01 

N.D.: Not determined 

The results of these experiments with starch are in accordance with the results 
obtained by Yokoi: a sustainable hydrogen production, in terms of hydrogen 
production and yield, is possible with starch (Yokoi et al., 2002). In our 
cultures C. freundii seemed to survive and, as reported by Yokoi, was 
subsequently able to re-establish viable growth condition for Cl. butyricum in 
case of oxygen contamination in the culture media. The results presented in 
the Table 2 suggest that C. freundii establishes anaerobic conditions and 
allows production of hydrogen to begin earlier than in a pure Cl. butyricum 
culture (54 ml were already produced 24 hours after inoculation).  

To our knowledge such a sustainable consortium with a simple sugar such as 
glucose has not yet been studied. During the first 24 hours of fermentation no 
hydrogen was produced by Cl. butyricum while C. freundii had already 
provided more than 95% of its total hydrogen production. The sustainable 
influence of C. freundii in the mixed culture with glucose allowed the 
production of hydrogen to begin earlier than with the pure Cl. butyricum 
culture. However, the use of a mixed culture in batch fermentation decreased 
the final hydrogen yield from 0.53 to 0.39 molH2∙molhexose

-1 by comparison 
between the mixed culture and the pure Cl. butyricum culture.  
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Figure II - 2 : Metabolites analysis in 270 ml batch pure and mixed culture of C. freundii and 
Cl. butyricum with glucose and starch substrates, expressed in mmol∙l-1 (  residual 
hexose;  succinate;  lactate;  formate;  acetate;  ethanol; 

 butyrate). (A) Analysis 24 hours after inoculation (pure C. butyricum cultures are not 
analyzed since hydrogen was not yet produced). (B) Analysis at the end of the fermentations.  
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Tests on PCA media, carried out 24 hours after inoculation, did not show any 
aerobic bacterial development indicating that C. freundii did not survive or 
that the cell concentration had dramatically decreased. This suggests that the 
strain enhanced the initiation of hydrogen production, but was then rapidly 
overgrown or strongly inhibited by Cl. butyricum.  

This is confirmed by the results presented in Figures 2 and 3 depicting the 
analysis of metabolites and carbon mass balance. They show that lactate and 
butyrate are the main metabolites from the degradation of glucose and starch. 
These two metabolites are commonly found in Cl. butyricum culture 
supernatants. However, the presence of succinate indicates that C. freundii 
grew at the beginning of the fermentation.  

 
Figure II - 3 : Carbon mass balance in 270 ml batch pure and mixed culture of C. freundii and 
Cl. butyricum with glucose and starch, expressed in percentage of carbon converted from the 
consumed carbon source (  succinate;  lactate;  formate;  acetate; 

 ethanol;  butyrate;  carbon dioxide).  
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The data obtained on starch degradation confirm that the metabolites (high 
butyrate and low ethanol concentrations) seemed to correspond to the 
fermentation performed by Cl. butyricum and that C. freundii was strongly 
inhibited under these conditions. 

The production of succinate and the high amount of ethanol detected in the 
supernatants of the glucose media indicates that C. freundii was active at the 
beginning of the fermentation and grew faster than Cl. butyricum consuming 
part of the glucose. This would explain the decrease in the final hydrogen 
yields (see Table 2). As C. freundii was not found in the media at the end of 
the fermentation, it had by then been overgrown by Cl. butyricum. Inhibition 
of C. freundii growth may be a limiting factor if a sudden infiltration of 
oxygen occurs in the absence of a reducing agent, since the strictly anaerobic 
strain Cl. butyricum may then start to sporulate. 

  



Chapitre II – Cultures pures et cultures mixtes de Clostridium butyricum et Citrobacter freundii 

75 

4. Conclusions 

Our work highlights the fact that mixed cultures of Citrobacter freundii 
CWBI952 and Clostridium butyricum CWBI1009 can efficiently maintain the 
production of hydrogen at acceptable yields compared to pure cultures of Cl. 
butyricum. Moreover, it could consume efficiently many different carbon 
sources efficiently since Cl. butyricum was able to degrade simple 
carbohydrates or even starch. However the survival of C. freundii in 
competition with Cl. butyricum was compromised since it was overgrown 
especially with the glucose substrate. Further work will be done to find other 
facultative aerobic strains which are able to enhance anaerobic conditions in 
the culture media without being overgrown by Cl. butyricum and without 
decreasing the hydrogen yield. 
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Commentaires complémentaires 

L’étude de la dégradation d’eaux usées synthétiques et industrielles serait un 
vaste sujet à investiguer. L’objectif de réduction des coûts du milieu étant le 
centre des recherches à mener dans le futur qui, outre pour étudier le potentiel 
de production d’hydrogène, devront être mises en œuvre sur des cultures à 
moyenne et à longue durée. En effet, l’étude de la production d’hydrogène en 
culture (semi-)continue implique la maîtrise de plusieurs facteurs nécessaires au 
maintien de performances satisfaisantes : conservation des conditions 
anaérobies, si possible sans utilisation de cystéine, maintien des populations 
bactériennes productrices d’hydrogène et suppression des populations 
consommatrices, concentration de la biomasse afin d’éviter un lessivage et 
contrôle du pH.  

Par ailleurs, afin d’envisager le procédé dans son ensemble, il sera nécessaire 
de définir les conditions idéales pour permettre le démarrage rapide et 
efficace de la production d’hydrogène ou, le cas échéant, le redémarrage de 
bioréacteurs ayant été perturbés dans leur production.  

Les résultats présentés dans ce chapitre montrent que l’association des deux 
souches productrices d’hydrogène complémentaires permettent de démarrer la 
production d’hydrogène plus rapidement, mais en assumant une perte de 
rendement de production. L’étude devra être étendue à des réacteurs 
produisant de l’hydrogène sur une longue durée comme cela sera envisagé 
dans d’autres chapitres (III, V et VI notamment). 
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Préface 

Ce chapitre constitue la suite logique du chapitre V. Il étudie, dans les 
conditions optimales d’alimentation du bioréacteur à biodisque (AnBdR), 
l’influence de la pression totale (directement liée à la pression partielle en 
hydrogène) sur les performances de production. Ces manipulations font 
directement suite à celles réalisées dans le chapitre précédent. 

Appliquant le modèle de transfert d’hydrogène, cette manipulation revient à 
modifier le potentiel de transfert (la différence entre la pression partielle et la 
pression à l’équilibre avec la concentration en hydrogène dissout). De ce fait, 
le transfert d’hydrogène s’en retrouve modifié. L’influence des ces variations 
sur la production d’hydrogène (rendements) et sur les métabolites sera 
observée.  
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Abstract 

In order to produce fermentative biohydrogen at high yields and production 
rates, efficient bioreactors have to be designed. A new reactor called 
anaerobic biodisc reactor allowed the production of biohydrogen from 
glucose with the selected Clostridium sp. strain at high yields (2.49 
molH2·molglucose

-1) and production rates (598 mlH2·medium
-1·h-1). The bacteria were 

fixed on a rotating support enabling efficient gas transfer from the liquid to the 
phase. It allowed the metabolism of the bacteria to produce more hydrogen. 
Moreover, an increase of the total pressure 0.18 bar lowered the yields of 
19.5% while a decrease of 0.11 bar increased the yields of 7%. Our work 
concludes on the importance of providing good liquid to gas transfers in the 
biohydrogen-producing reactors. 

Keywords:  

Biohydrogen, dark fermentation, Clostridium, H2 partial pressure, bioreactor 
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1. Introduction 

Hydrogen is widely considered as a key chemical element that will have to 
play an important role in the energetic system of the near future. Many recent 
researches and developments for the production of green hydrogen look into 
the biological hydrogen production (Hallenbeck et Benemann, 2002) and its 
use in processes for the treatment of wastewater rich in carbohydrates, as the 
food-industry wastewaters (Das, 2009). Some chemotrophic microorganisms 
of the genus Clostridium can consume many different sources of carbon in 
strict anaerobic conditions to grow and produce hydrogen as well as other 
soluble metabolites released in the media. These bacteria are often found in 
hydrogen-producing sludge and can achieve high hydrogen production rates 
(HPR) and good yields in optimized conditions (Lin et al., 2007). Moreover, 
they show many advantages, as the large range of substrate that they are 
able to degrade and their spore-forming ability. 

However, to date, the maximum theoretical yield of four molH2·molglucose
-1 was 

never reached at a laboratory or pilot scale. Indeed, all the mechanisms 
involved in the biohydrogen production are not fully understood. These need 
to be investigated in detail in order to design a large scale industrial 
application for an efficient production of hydrogen (Das, 2009).  

Among the several culture parameters that are usual reported in the scientific 
literature, the inhibition created by the hydrogen produced by the bacteria on 
its own gaseous production is one of the most cited, known as the “hydrogen 
partial pressure” effect (Das et Veziroglu, 2001; Levin et al., 2004). Many 
authors have discussed the influences and inhibitions caused by the hydrogen 
on the enzymes leading to the production of hydrogen through the reduction 
of protons in molecular hydrogen (Angenent et al., 2004; Hawkes et al., 
2002). Some have shown the positive effects of degassing the media with 
gases in order to decrease partial pressures of the different gases produced 
(Kraemer et Bagley, 2008; Mizuno et al., 2000).  

However, the concentration of hydrogen dissolved in the liquid medium is the 
only parameter directly influencing the metabolism of the bacteria and the 
biochemical or enzymatic mechanisms involved (Pauss et al., 1990). H2 
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partial pressure and liquid concentration are theoretically linked at equilibrium 
by the Henry’s law. However, low soluble gases may encounter mass transfer 
limitations, especially in anaerobic sludge and complex media. It can lead to 
a non-equilibrated system for which the Henry’s law is not relevant anymore 
(Masset et al., 2010). Therefore, the so-called hydrogen partial pressure 
should not be considered as the parameter to study and rather be cited as the 
concentration of hydrogen dissolved in the liquid phase.  

To our knowledge, no direct link has been established between the 
concentration of hydrogen dissolved and the performances achieved in the 
cultures. Lowering the concentration of the dissolved hydrogen should be one 
of the key factors for the enhancement of the H2 production by fermentative 
microorganisms. This can be achieved by enhancing the liquid-to-gas mass 
transfer (Pauss et al., 1990).  

Indeed, Q, the mass flow transferred through a specific gas-liquid interface 
expressed by unit of time and by volume of liquid is given by the equation (1) 
depending on the global mass transfer coefficient kLa (which is linked to the 
mixing condition of the media and the g-l interfacial area) and on the 
potential of transfer PG-P°G (linked to the gas partial pressure and the liquid 
concentration of gas dissolved at the equilibrium). The Henry constant (He) 
depends only on the nature of the gas considered (Treybal, 1980) .  

Q=KLa·He·(P°G-PG) (VI -1) 

In this study, a novel continuous bioreactor called anaerobic horizontally 
rotating cylinder bioreactor (or anaerobic biodisc reactor, ABR) was 
investigated with a Clostridium butyricum strain. By its original design, it 
greatly enhances the specific liquid-to-gas transfer surface, theoretically 
leading to higher kLa values. Moreover, the potential of transfer PG-P°G in the 
equation (1) was studied by applying different total pressure to the bioreactor. 
The hydrogen production performances are discussed in comparison with 
other hydrogen-producing bioreactors. 
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2. Material and methods 

The anaerobic biodisc reactor (ABR, fig. 1.a.) investigated in this paper was 
composed of 2.3 L glass vessel (Bibby Quickfit JRV2L, UK) with double 
envelope for temperature regulation at 30°C and a stainless-steel lid with 
septum, shaft, pH probe (465-35-SC-P-K9/320, Mettler Toledo), gas filters 
(Sartorius Midisart 0.2 μm) and silicone tubes for gas outlet and medium 
removal or addition. The shaft was equipped with a tubular-rotating support 
(3RPM; fig. 2.b.) to enable biofilm growth and immobilization on the surface. 
The support was constituted of a cylindrical rigid polypropylene structure of 
20x9 cm around which fibreglass is fixed of 5mm thick. The last layer 
protecting the decomposition of the fibreglass was a polypropylene grid of 1 
mm² meshes. Finally, a sieve-blade was fixed in order of homogenization of 
the media settling at the bottom of the bioreactor with the rotation of the 
cylinder.  

 
Figure VI - 1 : Schematic setup of the anaerobic biodisc reactor (a) cross-section view; (b) 
section view 



Chapitre VI – Etude de la pression partielle dans le réacteur à biodisque 

188 

The “MDT” feeding medium was described by Hiligsmann et al. (2011) and 
adjusted at a concentration of 8.5 g·L-1 of glucose and at a pH of 8.5 by the 
addition of NaOH 1N. The medium was fed at the centre of the cylinder at a 
flow rate of 80 mL·h-1. The nutrients were pumped from the nutrients feed 
vessel to the bioreactor using a peristaltic pump. No direct pH regulation was 
set on the bioreactor. Liquid samples taken from the sampling port were 
analyzed according to the HPLC-RID method described by Beckers et al. 
(2010) for measuring the concentration of the liquid metabolites.  

The exhaust was placed at the overflow level to maintain the required liquid 
volume inside the bioreactor (varying from 0.3 to 1.5 L). The medium was 
then collected in a 10 L vessel acidified by H3PO4 at a pH bellow 3 to inhibit 
microbial activity. In order to prevent impact of liquid pumping on the gas 
measurement, the biogas flowed through a foam-collecting vessel and the 
other vessels for nutrients and spent medium before being measured in a gas-
flow meter (Ritter, D). All the vessels and connections are schematically 
presented in the Figure 2. 

The gas produced was collected after the gas-flow meter through a 0.2 μm 
filter to a water column for complementary volumetric hydrogen measurements 
by water displacement system. The column was a 1.75 m high one with an 
internal volume of 38 L and was hermetically closed. Atmospheric pressure 
productions were enabled by connecting the gas arrival at the top of the 
column and adjusting the water exhaust at the same level of the liquid in the 
column. Under-pressure conditions were enabled by letting the exhaust of 
water at the floor level therefore placing the system under a lower total 
pressure of 0.82 bar. On the contrary, overpressure was enabled in the 
bioreactor by connecting the gas arrival at the bottom of the column therefore 
creating a column of 1.75m high of overpressure (+0.11bar). The 
composition of the biogas collected was analyzed in a GC-TCD apparatus 
following the method described by Hamilton et al. (2010). 



Chapitre VI – Effets de la pression partielle dans le réacteur à biodisque 

189 

 
Figure VI - 2 : Schematic complete setup of the anaerobic biodisc bioreactor 

The ABR was sterilely inoculated by a Clostridium butyricum CWBI1009 strain 
isolated and characterized previously by Masset et al. (2010). After the 
inoculation, a contamination by ambient strains occurred in the ABR. It was 
observed on PCA purity check as described formerly by Beckers et al. (2010). 
However, previous experiment showed that the bioreactor was still producing 
hydrogen. It was therefore used without new sterilization and/or Clostridium 
butyricum inoculation. 
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3. Results and discussion 

The production of hydrogen was recorded during 58 days and was kept 
stable in the anaerobic biodisc reactor (ABR). Over the period of 
investigation, a total volume of 260 L of biogas was collected. GC analyses 
showed that H2 content reached a mean value of 65% ± 2% whereas CO2 
was at 35% ± 2% and no methane was detected. The biomass rapidly grew 
on the cylindrical support and kept a white uniform aspect. The stagnant 
media at the bottom of the vessel was maintained between 300 and 350 mL 
The dry matter measured on the exhaust liquid reached a mean value of 1.25 
±0.16 gDM·L-1, the redox potential was always measured bellow -150 mV 
ensuring anaerobic conditions in the ABR. The pH slightly varied but was 
maintained between 4.9 and 5.3, near optimal condition for H2 production of 
C. butyricum (Masset et al., 2010).  

 
Figure VI - 3 : Yields and pH in the ABR during the 58 days of culture. The three total pressures 
applied, i.e. atmospheric, lower and over pressure, are related to pressures of respectively 1, 
0.89 and 1.18 bar. 

Hydrogen production yields are estimated based on the volumes of hydrogen 
produced and the amount of glucose consumed in the ABR and expressed in 
moles of hydrogen per mole of glucose. Rapidly after the beginning of this 
study, they reached value over 2 molH2·molglucose

-1 and then seemed to follow 
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the trend of the pH curve in the bioreactor (Figure 3). The control of the pH 
was maintained as near as possible near the optimal value (i.e. 5.2). When 
the pH was optimal between 5.2 and 5.3, the yields reached higher value 
than those observed in the STR showed by these latter authors (between 2.5 
and 2.9 molH2·molglucose

-1 VS 1.9 molH2·molglucose
-1

 in the STR). Even at lower pH, 
the ABR performed higher yields. The H2 production rates (HPR) followed 
similar trends than the yields, varying between 133 and 211 mLH2·h-1 (data 
not shown). However, considering the low liquid volume of the ABR (0.3 L), 
the specific HPR expressed per volume of liquid reached 705 mLH2·L-1·h-1, a 
value five time higher than the maximum specific HPR reached in the STR of 
Masset et al (2010).  

A natural mixed culture was grown in the ABR, with the development of 
facultative contaminants. Unusual metabolites for pure C. butyricum cultures 
were found in solution as discussed later. It indicates that the contaminants 
were consuming glucose without any hydrogen production. Nevertheless, the 
contamination did not disable the production of hydrogen which was still very 
efficient. Indeed, the yields are relatively high in comparison with the results 
presented in other studies. Common value for the yields of H2 production with 
mixed culture are usually bellow 2 molH2·molglucose

-1
 in classical bioreactors. For 

example, Mizuno et al. (2000) reached 1.43 molH2·molglucose
-1, Zhang et al. 

(2006) obtained 2 molH2·molglucose
-1 and Van Ginkel et Logan (2005) 1.7 

molH2·molglucose
-1, in lab-scale AnSBR or UASB systems. The HPR reached with 

the ABR are lower than the best rates described in the literature. HPR are 
greatly affected by the condition of the production of H2, linked with the 
glucose loading rate and the method used for concentrating the biomass in 
the bioreactor. Therefore, fixed biomass bioreactors reach higher HPR than in 
the ABR. For example, Chang et al. (2002) showed a maximum HPR of 1.3 
LH2·L-1·h-1) and Zhang et al. (2007) of 2.36 LH2·L-1·h-1. However, in these 
papers, the gain of HPR is made regardless the yields that are lower than in 
the ABR for similar hydraulic retention time and for a higher glucose loading 
rate. It can be concluded that an interesting compromise between good 
production yields and reasonable HPR is reached in the normal conditions of 
the ABR. It also shows the efficiency of the original design for the fixation of 
the biomass and the effect of the efficient liquid-to-gas H2 mass transfer. In 
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order to prove that, considering the equation (1), a better mass transfer 
enhances the performances in the ABR, three conditions of total pressure were 
applied as shown in the Figure 1, therefore varying the potential of transfer 
“PG-P°G”. The first period, at atmospheric pressure, was followed by a period 
in lower pressure (-0.11bar) and by a period of over pressure (+0.18bar). 
However, the three periods were strongly affected by the variation of the pH 
as discussed earlier. In order to distinguish the influence of the three 
conditions of total pressure, the yields reached in the different moments of the 
fermentation were grouped within pH range of 0.1 unit (Figure 4).  

 
Figure VI - 4 : Hydrogen production yields in the three conditions of total pressure (-11bar of 
under pressure, atmospheric pressure and +0.18bar of over pressure) grouped in 0.1 pH 
range 

When the pH is set between 5.2 and 5.3, the ABR performed the best values 
for each condition of total pressure. It confirms the pH is one of the first 
parameter to be controlled for the improvement of the yields. The total 
pressure in the bioreactor also influenced the yields. A lower pressure trend to 
increase the yields for every pH considered. When the pressure was lowered 
from 1.18 bar to 1 bar and to 0.89 bar, the yields increased respectively at 
2.18, 2.38 and 2.67 molH2·molglucose

-1. Similarly, the HPR were improved with 
the decrease of the total pressure from 142 mLH2·h-1 to 191 mLH2·h-1, 
corresponding to an increase of 34%. This significant improvement may be 
explained by the improvement of the mass transfer conditions of the hydrogen. 
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Pauss et al. (1990) demonstrated in anaerobic digestion media that the mass 
transfer limitation is a parameter even more significant with low soluble gas. 
Especially for culture producing only hydrogen, lowering the hydrogen 
dissolved in the media allows the bacteria to follow metabolic pathways 
leading to more efficient hydrogen production and to reach higher yields.  

 
Figure VI - 5 : Concentrations of the metabolites analyzed by HPLC-RID during the 58 days of 
fermentation. The three total pressures applied, i.e. atmospheric, lower and over pressure, are 
related to pressures of respectively 1, 0.89 and 1.18 bar. 

The metabolic analyses showed in the Figure 5 present close profiles of 
metabolites whatever the total pressure condition of the ABR. The major 
metabolites are butyrate and acetate, both being volatile fatty acids usually 
associated with the hydrogen production in the metabolism of C. butyricum 
(Cai et al., 2011a). Other metabolites such as propionate and ethanol aren’t 
usually found in these conditions of temperature and pH at these levels of 
concentration (Masset et al., 2010). They may be linked with the growth of 
other strains and show evidence for their activity in the bioreactor. Therefore, 
since the contaminants are consuming glucose and releasing metabolites not 
associated with the H2 production, the performances could be increase by the 
control of the contamination in order to remove it from the ABR. Nevertheless, 
the levels of the unusual metabolites were maintained stable during the 
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investigations meaning that, in this case, the contamination seemed to evolve 
in a co-culture with the hydrogen-producing strain C. butyricum. Further 
bimolecular analyses have to be done on the natural consortium formed to 
determine the different species involved. Finally, the quantification of the 
glucose concentration showed that it was totally consumed during the period 
of work at atmospheric and lower pressure (i.e. better period for hydrogen 
production performances). On the contrary, when the ABR was placed in over 
pressure, the residual glucose concentration in the ABR increased between 
1.3 and 3.2 mM. It indicates the inhibition that creates the hydrogen 
dissolved in the liquid on the activity of the bacteria, preventing it to consume 
the totality of the glucose fed in the ABR. 
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4. Conclusions 

The novel anaerobic biodisc reactor working with a Clostridium butyricum 
strain allows the efficient production of hydrogen. Although contaminants 
were detected in the bioreactor, stable performances were recorded. The 
hydrogen yields and the production rates were higher than in previous 
experiments with the pure strain. The original design of the ABR provides 
important advantages for higher H2 production performances. The cylindrical 
support allowed the fixation of the biomass and the rotating structure leads to 
an efficient mass transfer of hydrogen. Three different conditions of total 
pressure were applied and evidenced the relation between the H2 production 
performances and the dissolved concentration of hydrogen. This latter 
parameter should be considered for its influence on the production of 
hydrogen rather than the gaseous partial pressure. 
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Informations complémentaires 

Les manipulations réalisées dans ce chapitre sur l’AnBdR ajoutent une pierre à 
l’édifice de la théorie du transfert gazeux développée dans cette section. Les 
résultats vont également dans le sens des recherches montrées dans la 
littérature scientifique, approchant l’effet des modifications des pressions 
partielles gazeuses, soit en éliminant l’hydrogène (dilution dans un gaz 
inerte), soit en diminuant la pression totale. Dans les deux cas, les conclusions 
sont similaires à celles tirées ici et montrent une amélioration des rendements 
avec la diminution des pressions partielles. 

Ces méthodes d’amélioration des rendements ne sont néanmoins pas sans 
coût, si l’on envisage ces méthodes sur des bioréacteurs de grands volumes. 
D’une part, ces méthodes impliquent une dépense énergétique, soit pour 
envoyer des gaz inertes et surtout sans oxygène dans un réacteur, soit pour 
générer une dépression permettant d’augmenter les rendements. D’autre part, 
la récupération de l’hydrogène pose également question, dans la mesure où il 
devrait soit être séparé du gaz inerte, soit remis à pression atmosphérique, 
voire comprimé. Ces questions dépendent évidemment des structures dans 
lesquelles la production d’hydrogène par fermentation anaérobie serait 
injectée et selon son utilisation finale (pile à combustible, cogénération en 
turbine ou moteur à explosion). Dans le cadre de ce travail, ces éléments 
n’ont pas été pris en compte et expliquent également pourquoi la technologie 
n’est pas suffisamment mature pour être portée à grande échelle. 
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Préface 

Les réactions biochimiques prenant place dans le métabolisme bactérien de 
production d’hydrogène font toutes intervenir les hydrogénases afin de 
combiner protons et électrons pour produire de l’hydrogène moléculaire. 
Comme cela a été étudié dans les travaux des thèses de Christopher 
Hamilton(2012) et de Magdalena Calusinska (2012), ces enzymes sont 
régulées par les bactéries du genre Clostridium, selon les conditions du milieu, 
adaptant de ce fait la production d’hydrogène. Dans leurs conclusions, la 
mise en évidence des mécanismes réactionnels fait intervenir les 
hydrogénases en lien avec une production d’hydrogène plus ou moins 
importante. Cela laisse penser que cette dernière étape pourrait être l’étape 
lente et équilibrée de la chaîne de réactions chimiques menant à la 
production d’hydrogène. 

Du point de vue de la chimie, les enzymes (dont les hydrogénases font partie) 
peuvent être assimilées à des sites catalytiques extrêmement performants car 
très sélectifs et permettant d’augmenter considérablement les vitesses de 
réaction, en relation avec les chaînes de transport des réactifs coordonnés au 
sein de la cellule. Or, dans le domaine de la chimie, la catalyse approche ce 
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même type de réaction accélérée avec les matériaux et les sites actifs 
minéraux (le plus souvent métalliques) finement dispersés sur un support très 
poreux et de grande surface spécifique. Dans ce cadre, les catalyseurs et 
nanoparticules jouent un rôle primordial dans les procédés industriels 
couramment utilisés.  

Au vu de la similarité de certains mécanismes de transfert d’électrons qui sont 
observés entre les hydrogénases et les catalyseurs métalliques supportés, les 
possibilités d’interactions entre la cellule et une particule solide ont été 
étudiées avec des nanoparticules encapsulées, en collaboration avec le LGC 
de l’Université de Liège. En effet, de telles interactions entre des particules 
solides et des microorganismes ont déjà été mises en évidence dans le cadre 
de la production d’hydrogène ou du transfert électronique (dans les piles à 
combustibles microbiologiques, où des souches du genre Clostridium ont 
fréquemment été mises en exergue). Au cœur de ces mécanismes, il y a le 
transfert de l’électron provenant de l’oxydation du glucose vers un accepteur 
final (tel que le proton).  

Dans ce cadre, plusieurs nanoparticules de différentes natures, mises en forme 
et en différentes concentrations, ont été testées en cultures avec Clostridium 
butyricum. Les résultats significatifs des essais menés sont présentés dans ce 
chapitre et discutés en relation avec la littérature scientifique.  
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Abstract 

This paper investigated the enhancement effect of nanometre-sized metallic 
(Pd, Ag and Cu) or metallic oxide (FexOy) nanoparticles on fermentative 
hydrogen production from glucose by a Clostridium butyricum strain. These 
nanoparticles (NP) of about 2-3 nm were encapsulated in porous silica (SiO2) 
and were added at very low concentration (10-6 mol·L-1) in batch hydrogen 
production test. The cultures containing iron oxide NP produced 38% more 
hydrogen with a higher maximum H2 production rate (HPR) of 58% than those 
without NP or with silica particles only. The iron oxide NP were used in a 2.5 
L sequencing-batch reactor and showed no significant effect on the yields 
(established at 2.2 molhydrogen·molglucose

-1) but an improvement of the HPR (+ 
113%, reaching a maximum HPR of 86 mLhydrogen·L-1·h-1). These results suggest 
an improvement of the electron transfers trough some combinations between 
enzymatic activity and inorganic materials. 

Keywords:  

Biohydrogen; dark fermentation; Clostridium butyricum; encapsulated 
nanoparticles; sol-gel process. 

Highlights 

� Encapsulated nanoparticles (NP) were tested for biohydrogen production 
improvement. 

� Pd, Ag, Fe and Cu NP were added in Clostridium butyricum BHP tests. 
� Fe NP showed an improvement of the hydrogen volume and rate of 

production. 
� In pH controlled AnSBR, Fe NP showed +113% of hydrogen production 

rates. 
� NP addition had no effect on the yields and metabolic pathway.  
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1. Introduction 

In the upcoming years, the population living on our planet will increase and 
they will have to be provided with enough energy, materials and food. 
Currently, our society is based on the utilization of fossil fuels as a primary 
energetic source leading the world to environmental, human health and 
macro-economic issues (Zidansek et al., 2009). The development of 
alternative and green energy sources is therefore regarded as a major answer 
aiming to lower the impact of the human industrial activity on the earth. In this 
context, it is believed that hydrogen will be used extensively in the future as 
an energetic vector to achieve a less polluting and economically more 
advantageous society than the current fossil fuel-based economy (Marban et 
Vales-Solis, 2007). Indeed, its reaction with oxygen, which produces energy 
and only water as a side-product, can be performed in electrochemical or 
combustion processes without any generation of greenhouse gases. However, 
currently, hydrogen is almost exclusively produced from traditional non-
renewable fossil fuels in intensive chemical processes, running at elevated 
pressures and temperatures and releasing CO2 in the atmosphere (Holladay et 
al., 2009).  

The green hydrogen produced by microorganisms provides alternative routes 
for renewable energy production (Kothari et al., 2012). Among the several 
microorganisms that can convert various carbohydrate sources in hydrogen 
and metabolites in solution, the anaerobic fermentative bacteria have been 
studied during the past few years (Davila-Vazquez et al., 2008; Hallenbeck, 
2009). In these microorganisms, the electrons resulting from the oxidation of 
the substrate are transferred to protons in order to form molecular hydrogen 
through the action of enzymes called hydrogenases. Among the anaerobic 
bacteria producing hydrogen, Clostridium strains are frequently characterised 
in highly efficient sludge for hydrogen production in mesophilic range of 
temperatures (Lee et al., 2011; Wang et Wan, 2009a). To date, the 
anaerobic biohydrogen process is still experimented at laboratory or small 
pilot scale only (Das, 2009). To make the process viable, improvements of the 
bioactivity of hydrogen-producing microorganisms as well as high substrate 
conversion yields are needed to meet economic requirements. Key factors for 
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optimal hydrogen production such as pH, temperature, strain selection, 
microorganisms cell density, concentration of substrate and metabolites have 
been well studied to improve the kinetics and the yields (Davila-Vazquez et 
al., 2008; Wang et Wan, 2009a). However, further efforts and new routes 
have to be found to use these microorganisms more efficiently in a stable 
process.  

Recently, the nanoscience has been involved in number of usual products and 
processes since the nanomaterials bring new chemical and physical 
properties. Indeed, due to their size between 1 and 100 nm, the 
nanomaterials exhibit a very large specific surface area and quantum effects 
start to predominate (Dinesh et al., 2012). The interest in the biological field is 
still increasing with practical application in many different domains since 
nanoparticles (NP) have recently showed interactions with microorganisms 
even at very low concentration. On the one hand, some NP exhibit 
antimicrobial activity by close contact with the microorganisms leading to 
membrane disruption, also raising environmental concerns about their 
dissemination in the nature (Neal, 2008). On the other hand, some 
microorganisms may take advantages of NP especially in anaerobic 
environment, by transferring more efficiently electrons to acceptors. Intra- or 
extra-cellular NP may be produced by the reduction of metal ions for the 
biosynthesis of nanomaterials with different chemical composition or 
morphologies (Korbekandi et al., 2009). Electron transfer can also occur 
through membrane c-type cytochromes or nanowires to electron acceptors 
such as polluting chemical compounds (for soil remediation applications 
(Jagadevan et al., 2012)), electrodes (for current generation in microbial fuel 
cells (Lovley, 2008b)) or through interspecies electron transfer (Kato et al., 
2012). In all these application fields, the NP have recently shown some 
advantages through their capacity to react rapidly with the electron donors 
leading therefore to kinetic improvement and, through their action as 
biocatalysts, to the enhancements of the microorganisms activity (Xu et al., 
2012).  

In a previous work, only gold NP at very low concentration (10-8 mol·L-1) were 
tested to observe effects on the biohydrogen production. An enhancement of 
the performances of about 56% was achieved (Zhang et Shen, 2007). The 
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authors concluded that gold NP would operate as “electron sinks” due to their 
affinity for electrons, which allows to further reduce protons to hydrogen. They 
acted in parallel on hydrogenases that naturally achieve this reaction in the 
metabolism of the cell. Other metal are known to interact with microorganisms 
in environmental conditions. Ag and Cu are often cited as metal having 
interaction with the bacteria for their antimicrobial activity (Bagchi et al., 
2012; Sotiriou et Pratsinis, 2010). Pd is a metal involved usually for its strong 
interactions with molecular hydrogen in chemical processes (Klavsyuk et al., 
2011). Finally, iron is known to be an important element as a cofactor for 
hydrogenases or for its role in environmental processes (Grieger et al., 2010; 
Lee et al., 2001; Xu et al., 2012).  

In this work, the effect of nanoparticles (NP) of about 2-3 nm of three metals 
(Pd, Ag, Cu) and one iron (Fe) oxide was investigated with pure Clostridium 
butyricum cultures. These NP were encapsulated in a porous silica (SiO2) 
matrix. The SiO2 matrix without NP was also tested in the same conditions. To 
synthesize the catalyst (NP + SiO2 = catalyst), a one-step sol-gel process was 
applied to obtain NP finely dispersed in the porosity of a silica matrix 
(Heinrichs et al., 2008; Lambert et al., 2004). In such catalysts, in order to 
reach active sites, reactants must first diffuse through large pores located 
between aggregates of SiO2 particles and then through smaller pores 
between those elementary particles inside the aggregates. Finally, they diffuse 
through micropores inside the silica particles. It was shown that there are no 
limitations of mass transfer at each of the three levels (Heinrichs et al., 2001).  

These NP were experimented in Biochemical Hydrogen Potential (BHP) tests. 
The most efficient conditions were further investigated in a stirred 2.3 L 
Anaerobic Sequenced-Batch Reactor (AnSBR). The production of hydrogen 
and metabolites was monitored in the cultures and the Gompertz model was 
applied on the volumetric production curves.  
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2. Material and methods 

2.1. Microorganism and culture medium 
The strain used as hydrogen-producing microorganism was Clostridium 
butyricum CWBI1009 (denoted C. butyricum) and was previously isolated 
and identified by the authors (Masset et al., 2010). It was conserved by sterile 
monthly transfer of 1 mL from previous pure culture in a hermetically sealed 
25 mL tubes containing “MDT” medium and incubated at 30°C. The MDT 
culture medium contained, per litre of deionized water: glucose monohydrate 
(5 g), casein peptone (5 g), yeast extract (0.5 g), Na2HPO4 (5.1 g), KH2PO4 
(1.2 g), MgSO4.7H2O (0.5 g) and L-cysteine hydrochloride (0.5 g). The MDT 
culture medium was used in biochemical hydrogen potential (BHP) batch 
serum bottles test and in 2.5L stirred tank reactor driven in anaerobic 
sequenced-batch mode (AnSBR).  

For the preparation of fresh inoculum, the transfer in new MDT tubes was 
repeated twice a week before being used in the culture vessel. Purity tests 
were performed by spreading 100 μL of culture on sterile PCA (Plate Count 
Agar) Petri dishes before incubation at 30°C for 24 to 48 hours. The PCA 
medium contained glucose monohydrate (1 g), casein peptone (5 g), yeast 
extract (2.5 g) and agar (15 g) per litre of deionized water. The absence of 
bacterial growth after incubation for 48 h incubation confirmed the absence 
of any facultative anaerobic contaminants. 

2.2. Preparation and characterization of 
encapsulated nanoparticles 

Four metallic salts (Pd, Ag, Cu and Fe) have been used for preparing the 
nanoparticles (NP). To encapsulate these NP inside a porous silica matrix, the 
cogelation method was used as described by Lambert et al. (Lambert et al., 
2004) and by Heinrichs et al. (Heinrichs, 2008). The samples are denoted 
Pd/SiO2, Ag/SiO2, Cu/SiO2 and Fe/SiO2 cogel (Table 1). The cogelation 
method allows doping an inorganic matrix with cations, in one step at the 
molecular scale. The process is based on the simultaneous hydrolysis and 
condensation of two alkoxysilanes: an SiO2 network-forming reagent such as 
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tetraethoxysilane (TEOS, Si(OC2H5)4) and an alkoxysilane-functionalized 
ligand of the type (RO)3Si-X-L, in which the ligand L, able to form a complex -
LnM with a cation of a metal M (M = Pd, Ag, Cu, Fe etc.), is connected to the 
hydrolysable alkoxide group (RO)3Si- via an inert and hydrolytically stable 
spacer X. The concomitant hydrolysis and condensation of such molecules, i.e. 
their cogelation, results in materials in which the catalytic metal cation is 
anchored to the silica matrix.  

In Table 1, a second Fe/SiO2 sample, called Fe/SiO2 dissol, is presented. 
This sample was prepared by the dissolution method (Heinrichs, 2008), which 
consists of dissolving the iron salt in the initial homogenous solution of silica 
gel precursor. Moreover, the porous silica matrix without NP, denoted SiO2 , 
was also synthesized by the sol-gel process (Lambert, 2004) to check if SiO2 
plays a significant rule for the biohydrogen production.  

All these samples were calcined under air (550°C for Fe/SiO2 dissol and 
Fe/SiO2 cogel, 400°C for the other samples) to remove organic moieties. 
After the calcination step, Pd/SiO2, Ag/SiO2 and Cu/SiO2 were reduced 
under H2 to obtain metallic NP (Lambert, 2004).  

The samples were characterized (textural analysis, electron microscopy, X-ray 
diffraction) by using the methods described by Lambert et al. (2004) and 
Heinrichs et al. (2008). For the clarity of this work, NP is defined as metallic 
or metallic oxide nanoparticules highly dispersed inside the silica matrix, 
whereas catalyst is used to define the combination between NP and silica. 

Concentrated suspensions in water of these samples were prepared in 50 mL 
bottles by finely pounding (at micrometre-size) and weighting some catalysts. 
Based on the mass suspended in the bottles, the metallic mass loading in the 
catalyst and the metal atomic weight (Table 1), a defined volume of 
homogenized suspension was transferred in the culture medium prior to 
sterilization in order to reach a final concentration of 10-6 molmetal·L-1. 
Therefore, all the tests had the same NP concentration, but the total mass of 
catalyst (i.e. NP + SiO2) differed from one test to the others, because the 
metallic mass loading differs between the investigated catalysts. An equivalent 
mass of SiO2 was added in the corresponding test without NP.  
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Table VII - 1 : Characteristics of the catalyst samples: preparation method, metal loading in 
catalyst; catalyst mass and volume of suspension used in the MDT medium to reach the final 
metallic concentration of 10-6 molmetal·L-1 

NP 
denotation 

Reference 
sample 

Reduction 
of the 
sample 

Metallic 
mass 
content 

Mass of catalyst 
added in 50mL of 
water for 
concentrated 
suspension 
preparation (g) 

Volume of concentrated 
NP suspension added in 
1 L of MDT medium (mL) 

SiO2 
X3 (Lambert et 
al., 2004) 

No - 0.2034 1.25 

Pd/SiO2 
Pd3.1 (Lambert 
et al., 2004) 

Yes 3.12% 0.0645 2.5 

Ag/SiO2 
Ag1.5 
(Lambert et al., 
2004) 

Yes 1.54% 0.0506 6.25 

Fe/SiO2 
dissol 

Fe/SiO2-D 
(Heinrichs et 
al., 2008) 

No 1.65% 0.1354 1.25 

Fe/SiO2 
cogel 

Fe/SiO2-C(E) 
(Heinrichs et 
al., 2008) 

No 1.65% 0.1354 1.25 

Cu/SiO2 
Cu0.1 
(Lambert et al., 
2004) 

Yes 0.12% 0.2059 12.5 

2.3. Fermentation set-up 
The BHP tests were carried out in 270 mL bottles with 200 mL of MDT medium 
adjusted at pH 7.6 with NaOH 5N as formerly described by Hamilton et al. 
(2010). Suspended catalysts were added in the bottles to reach the wished 
metallic concentration prior to sterilization. The bottles were inoculated with 3 
mL of inoculum before being capped tightly with a sterile rubber septum, 
flushed with sterile nitrogen and incubated at a temperature of 30 °C. The 
data for the BHP test are representative results of independent experiments run 
in triplicates.  

The experiments in AnSBR were done in a 2.5 L laboratory-scale tank 
bioreactor (Biolafite manufacture) composed of a double envelope and of a 
stainless steel lid equipped with a butyl septum, a pH probe (Mettler Toledo), 
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shaft with blades, 0.20 μm gas filters (Midisart, Sartorius) and different tubes 
for gas inlet, gas outlet, medium removal or addition. The reactor contained 
2.5 L of MDT medium, except L-cysteine and glucose in order to prevent 
Maillard reactions, before being sterilized. After cooling down, 1 L of media 
was removed and the L-cysteine and the glucose, sterilized separately in 
solution of respectively 25 and 500 mL, were added sterilely in the reactor 
under nitrogen gas to reach MDT concentration. Inoculum (500 mL) cultured in 
1 L bottle was then added in the bioreactor. Automatic addition of sterile KOH 
3 N was used to control the pH, the temperature maintained at 30°C and the 
bioreactor was stirred at 100 rpm. Sequenced-batch operations were carried 
out by removing 40% (1 L) of the wasted liquid media under nitrogen 
overpressure. The reactor was refilled up to 2.5 L with sterile MDT medium 
containing 12.5 g of glucose (i.e. in order to obtain a concentration of 5 g·L-1 
in the bioreactor).  

2.4. Monitoring and analytical methods 
The biogas produced in the BHP tests was collected daily during 96 hours by 
sterile syringe and needle pierced trough the butyl septum. Injections of the 
collected biogas in a 9N KOH measurement system for CO2

 sequestration 
allowed the determination of hydrogen content and volumetric hydrogen 
production by gas balance as already described by the authors (Hiligsmann 
et al., 2011).  

The 2.5L AnSBR was connected to a flow meter (TG05/5, Ritter) for 
continuous measurement of the biogas produced. The composition of the 
biogas was measured (or confirmed for the BHP tests) by a gas 
chromatography system (HP 8950 SeriesII) equipped with TCD detector, using 
nitrogen or helium as carrier gas (respectively for hydrogen and for 
nitrogen/methane/carbon dioxide detection) as fully described elsewhere 
(Hamilton et al., 2010). Furthermore, the Gompertz model with the adjustment 
of three parameters (lag phase duration, maximum hydrogen production rate 
and maximum total hydrogen produced) was applied to the volumetric 
hydrogen production data following the method described by Wang et Wan 
(2009b). 
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The liquid culture samples were centrifuged at 13000 rpm for 3 min and the 
supernatants were filtered through a 0.2 μm cellulose acetate filter (Sartorius 
Minisart). The glucose, lactate, formate, acetate, propionate, ethanol and 
butyrate were analyzed using a HPLC (Agilent 1100) equipped with a 
differential refraction index detector as described formerly by Masset et al. 
(2010). The concentrations measured in the culture medium were used to 
evaluate the carbon mass balance (MB) of glucose conversion in the soluble 
metabolites using the method of calculation reported by the authors (Beckers 
et al., 2010). 

  



Chapitre VII – Effets de nanoparticules métalliques encapsulées sur la production d’H2 

212 

3. Results and discussion 

3.1. Effect of encapsulated nanoparticles in BHP 
tests 

3.1.1. Biological Hydrogen Potential 
The production of hydrogen in Clostridium butyricum cultures supplemented 
with various encapsulated NP was investigated in BHP test (batch serum 
bottles of 200mL of liquid volume) (Hiligsmann et al., 2011; Lin et al., 2007). 
Four different elements were tested in triplicates series of bottles. The NP of 2-
3 nm of diameter are encapsulated in a porous silica structure (Heinrichs et 
al., 2008; Lambert et al., 2004). The NP concentration was adjusted at 10-6 

mol·L-1 in the culture medium (Table 1). As a reference for the BHP test, a series 
was done without any catalyst supplementation (MDT medium only). 
Moreover, in order to assess the effect of the metallic (Pd, Ag or Cu) or 
metallic oxide (FexOy) active site on the production of hydrogen rather than 
the silica structure, a negative control with porous SiO2 particles without NP 
was achieved.  

The volume of biogas was measured every 24 hours during four days after the 
inoculation. The daily volumetric hydrogen production, determined according 
to the description of the BHP tests in the section 2.3, was reported on the 
Figure 1. The hydrogen production profiles and total production were in line 
with previous BHP test with the C. butyricum strain (Hiligsmann et al., 2011). 
A sigmoid profile was observed, indicating a lag phase followed by 
exponential growth and simultaneous production of hydrogen. Indeed, when 
growing, the release of soluble metabolites in the medium decreased the pH 
down to inhibiting level. It resulted in lower hydrogen production after three 
days, near the end of the culture.  

Considering the influence of the addition of NP, no inhibiting effect was 
evidenced for all the NP tested since the production of hydrogen was not 
lowered in comparison with the reference BHP test. It is known that silver and 
copper behave as antimicrobial elements since they destruct the membrane 
cells by close contact between the microorganism and the NP (Bagchi et al., 
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2012; Sotiriou et Pratsinis, 2010). However, they may not exert any 
antimicrobial activity in this case because NP are encapsulated inside the 
porous silica matrix (Neal, 2008). By contrast, some NP showed positive 
influence since the addition of iron and copper induced a significant increase 
of the total hydrogen produced in comparison with the reference. Moreover, 
different profiles are evidenced on the cumulated curves (Table 2 and Figure 
1).  

 
Figure VII - 1 : Cumulative volume of hydrogen production by the pure C. butyricum in BHP tests 
with 10-6 mol·L-1 of encapsulated metallic NP. The volumes of hydrogen are calculated at 
atmospheric pressure and 30°C. The standard deviation bars are calculated on the triplicate 
experiments made for each condition. 

Both series with Fe/SiO2 (synthesised by dissolution or cogelation method) 
and Cu/SiO2 samples reached respectively 120 ± 5 and 104 ± 8 mLH2, 
whereas the reference without catalyst added produced 87 ± 7mLH2. The iron 
oxide NP had the most important positive impact on the H2 production 
suggesting that they may have an interaction with the bacteria and its 
metabolism in a way allowing a more efficient hydrogen production. 
Furthermore, since SiO2 sample without NP did not show any significant 



Chapitre VII – Effets de nanoparticules métalliques encapsulées sur la production d’H2 

214 

effect, it can be concluded that only the central metallic or metallic oxide 
active site would play a role in the improvement of the hydrogen production.  

3.1.2. Hydrogen production rates and yields 
The Gompertz model was applied to the cumulative hydrogen production 
curves resulting in the coefficients detailed in the Table 2. It confirmed that 
maximum cumulative productions of hydrogen were achieved for the iron 
oxide NP, with an increase of 34% in comparison with the reference. 
Moreover, the maximum hydrogen production rates (HPR) were 58 % higher 
with the Fe/SiO2 samples. These results indicate that the effect of the NP 
seems to be more important for the kinetic of the H2 production than for the 
total volume produced. By contrast, no difference was observed for the lag 
phase that was between 7 and 14 hours for all the tests.  

Table VII - 2 : Hydrogen yields and Gompertz coefficient adjusted on the profiles of volumetric 
hydrogen production curves for the BHP tests with NP. Standard deviations are calculated on 
the triplicates experiments made for each condition. All the R² for the Gompertz model were 
higher than 0.999. 

 
Yields 
(molH2·molglucose

-1) 

Gompertz model 

 
Lag phase 
duration (h) 

Maximum H2 production 
rate (mLH2·h-1) 

Total hydrogen 
production (mLH2) 

Reference 0.92 ± 0.08 11.2 ± 1.6 1.97 ± 0.24 86.7 ± 7 
Pd/SiO2 0.97 ± 0.09 11.5 ± 0.8 2.33 ± 0.22 95.8 ± 8.5 

Ag/SiO2 0.97 ± 0.02 11.8 ± 1.8 2.21 ± 0.17 93.8 ± 2.8 

Fe/SiO2 dissol 1.08 ± 0.06 11.6 ± 4.2 3.49 ± 0.31 119.4 ± 5.8 
Fe/SiO2 cogel 1.05 ± 0.01 9.1 ± 1.9 2.85 ± 0.15 113.3 ± 1.3 
Cu/SiO2 1.01 ± 0.08 8.3 ± 2.1 2.4 ± 0.6 103.9 ± 7.9 
SiO2 0.96 ± 0.02 12.8 ± 3.1 2.13 ± 0.7 97.3 ± 2.7 

 
Regarding the hydrogen production yields, based on the total hydrogen 
production and the substrate consumed (Table 2), no significant difference 
was evidenced for the different conditions investigated (respectively 1.08 ± 
0.06, 0.96 ± 0.02 and 0.92 ± 0.04 molhydrogen/molglucose for the Fe/SiO2 
samples, reference without NP and with SiO2 only).The yields reached in the 
BHP tests are relatively low since the pH was not controlled (decreasing from 
the initial pH set at 7.6 down to 4.7 ± 0.1 at the end of the experiments). 
Therefore, it leads to a large fluctuation in the metabolic activity because the 
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cultures are only at the optimal pH for H2 production during a short time 
(Hiligsmann et al., 2011; Khanal et al., 2004). It explains why the yields are 
lower than in a bioreactor with pH controlled (Lin et al., 2007; Wang et 
Wan, 2009a). Indeed, in anaerobic sequenced-batch reactors (AnSBR) with 
the pH set at optimal value of 5.2, C. butyricum may produce hydrogen more 
efficiently. As an example, Masset et al. (2010). reached maximum yields of 
2.3 molhydrogen/molglucose in similar conditions. 

Moreover, the pH may evolve differently in the different series of BHP tests 
and reach the inhibiting pH level at a different fermentation time, depending 
on the behaviour of the strain in each condition. When the pH becomes 
lower, the production of hydrogen is a way for the bacteria to limit the further 
drop by the reduction of acidic proton into molecular hydrogen (Das, 2009). 
Therefore, the more the bacteria are producing hydrogen and limiting the 
drop of pH, the more it can consume glucose to continue its growth. In our 
results, more glucose was consumed for the production of hydrogen with 
Fe/SiO2 samples (Figure 2). Therefore, the gain of hydrogen production was 
at least partially due to the increase of glucose consumption. Meanwhile, the 
yields were slightly increased of 12%, half of the increase performed for the 
volume of H2.  

3.1.3. Soluble metabolites distribution 
Metabolites analysis (Figure 2) can be related to the low yields of BHP 
experiments since formate, lactate and ethanol were found in solution and are 
not related to metabolic pathways linked with the production of hydrogen. 
However, butyrate and acetate were respectively the second and the third 
major metabolites produced. They are related with stoichiometric hydrogen 
yields of respectively 2 and 4 molhydrogen/molglucose. The metabolites profiles are 
in accordance with previous studies of C. butyricum cultured in batch 
experiment and free pH (Hiligsmann et al., 2011; Lin et al., 2007). The 
carbon mass balance (Figure 2) showed that the glucose was mostly 
converted in butyrate (around 40%), then in formate and lactate (respectively 
around 15 and 13.5%). In order to improve the production of hydrogen and 
direct the metabolism of the microorganisms toward the butyrate and acetate 
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production, the pH should be controlled in continuous or semi-continuous 
fermentation.  

The introduction in the media of the NP did not modify the metabolites profile. 
More glucose was consumed with Fe/SiO2, Cu/SiO2 and SiO2 samples and 
less lactate was produced than in the reference triplicate. The same 
observation can be made for the carbon mass balance (Figure 2B), with a 
lower conversion of glucose in formate and lactate of respectively less than 14 
and 10% with Fe/SiO2 samples. The changes in the metabolites profiles and 
carbon mass balance are of the same order than the yields, between 10 and 
15%. The values reached in the conditions were however close to the 
standard deviations obtained with the triplicates. Therefore, it can’t be 
concluded that the NP lead to significant changes in the metabolic pathways 
followed by the bacteria but rather on the production rate of hydrogen. 

All the results for the BHP tests underlined that an interaction may exists 
between the bacteria and the iron oxide NP and have an effect on the 
production of biohydrogen. However, in these experiments, since the pH is 
evolving along the culture, it is hard to establish if the NP influenced more the 
fermentation pathway followed by the bacteria (yields and metabolites) or the 
kinetic of production of hydrogen. Therefore, Fe/SiO2 samples were used in 
AnSBR in order to observe the effects in pH-controlled conditions. 
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Figure VII - 2 : Investigation of hydrogen production by the pure C. butyricum in BHP tests with 
metallic NP. (A) Metabolites analysis (mmol·L-1) at the end of the fermentation (96h). (B) Carbon 
mass balance (%).The standard deviation bars are calculated on the triplicate experiments 
made for each condition. 
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3.2. Effect of iron oxide nanoparticles in AnSBR 

3.2.1. Hydrogen production in the sequences 
without NP 

An AnSBR was run over 14 sequences during 38 days in a 2.5 L tank reactor 
at a controlled pH of 5.2 ± 0.1 (i.e. the optimal pH for hydrogen production 
from glucose by C. butyricum (Masset et al., 2010)). The sequenced-batch 
operations were carried out by the sterile removals of the used medium (40% 
of working volume i.e. 1 L) and sterile additions of fresh media to reach 5g·L-1 

of glucose. The first batch culture (F0) was followed by 6 sequences operated 
in classical condition i.e. without NP (from F1 to F6). It allowed the 
establishment of stationary conditions for the production of hydrogen and the 
concentration of metabolites. The effect of Fe/SiO2 (dissol and cogel) catalyst 
was investigated in the further sequences with addition at a NP concentration 
equal to 10-6 mol·L-1 at the sequence F7 and F9.  

The cumulated 15 sequences produced a total of 47.85 L of hydrogen in 39 
days and between 3 and 3.3 L for each sequence. The hydrogen 
concentration in the biogas was measured at 54.8 ± 2.8 %. Since the first 
batch sequence (F0) was performed at free pH (decreasing from 7.6 down to 
5.2 and then regulated), it produced only 1.7 L of hydrogen. This illustrates 
the importance of the pH regulation and the difference between the BHP 
experiment and the sequences in controlled pH. By controlling the pH, the 
hydrogen production yields were improved from 1.2 to 2.2 ± 0.1 
molhydrogen/molglucose respectively for F0 and the following sequences (Figure 3). 
These performances are consistent with the results reported in similar 
conditions by Masset et al. (2010) However, the F0 sequence was important 
for growing the strain at higher pH with only 0.5 L of inoculum added 
whereas the next sequences began with 1.5L of rich culture medium (60% of it 
being kept in the bioreactor).  
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Figure VII - 3 : Yields and mean hydrogen production rates in 2.5 L AnSBR with C. butyricum 

and investigation on the effect of the addition of metallic NP. The Fe/SiO2 NP were added at 
the sequence 7 and 9. HPR produced calculated at atmospheric pressure and 30°C. 

In the successive sequences without NP, the yields did not show any 
significant difference. By contrast, the mean HPR showed an evolution. The 
mean HPR is estimated as the ratio between the volume of hydrogen produced 
and the total time of hydrogen production of the sequence. It should be noted 
that they were not calculated for F8, F11 and F14 since the elapsed 
production time for these sequences was overestimated. Figure 3 shows that it 
reached 65.8 mLH2·h-1 for F1 and then decreased with the establishment of 
equivalent conditions at the beginning of the sequences until F3. Indeed, 
considering the metabolites profiles on Figure 4, the stationary conditions 
were reached at F3 after an increase concentration of butyrate and acetate, 
whereas unfavourable metabolites as formate, lactate and, in a lower extent, 
ethanol decreased below 7 mmol·L-1. A similar evolution of the metabolites 
profiles have already been discussed elsewhere and showed comparable 
metabolites repartition and concentrations (Masset et al., 2010). Moreover, 
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from F0 to F2, the total concentration of the metabolites was still at a low level 
and allowed the hydrogen production to occur rapidly without an important 
inhibition. On the contrary, when stationary conditions were met without NP 
(from F3 to F7), higher total concentration of butyrate and acetate slowed 
down the hydrogen production that established the mean HPR at 44.7 ± 0.8 
mLH2·h-1 (Khanal et al., 2004; Wang et Wan, 2009a).  

 
Figure VII - 4 : Evolution of the metabolites concentration during the investigation on the effect 
of Fe/SiO2 NP added at the sequence 7 and 9 in the 2.5 L AnSBR on the production of 
hydrogen by C. butyricum.  

The carbon mass balance also exhibit that no significant changes occurred, 
since the bacteria followed slightly the same metabolic pathways in the 
sequenced-batch mode (Table 3). The variations of concentration of the 
metabolites are then rather a consequence of the removal/addition operation 
than a change in the metabolic activity taken by the strain during its 
fermentation. Therefore, the batch sequence F0 and the two following 
sequences at controlled pH (F1 and F2) have to be considered as transition 
sequences. On the sequences from F3 to F6, a stable production of hydrogen 
was observed without NP.  
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Table VII - 3 : Comparison of the metabolites and CO2 mass balance of the successive 
sequences without and with Fe/SiO2 NP in the 2.5 L AnSBR. The NP were added at the 
sequences F7 and F9. Negative values correspond to a consumption of the metabolite. 

 Carbon converted from glucose (%) 

 Lactate Formate Acetate Ethanol Butyrate CO2 

F1 -3.9 -0.8 13.4 1.1 55.7 26.2 
F2 0 0.2 14 0.5 49.2 24.9 
F3 0 0.2 14.3 0.5 51.2 25 
F4 0 1.1 13.1 0.5 48.8 23.6 
F5 0 0.6 13 0.42 47.7 25.6 
F6 1.2 1.5 14.7 1.4 48.6 25.9 
F7 2.1 1.4 14.2 1 43.9 24.7 
F8 1.9 1.5 14 1.5 46.5 26.7 
F9 1 0.5 14.4 2.2 44.8 24.1 
F10 2.4 0.9 13.8 1.6 42.7 24.1 
F11 1.5 2.4 14.1 1.5 42.9 23.8 
F12 4 1.5 13.6 0.1 42.5 23.8 
F13 2.8 4.0 14.5 1.1 45.7 23.9 
F14 2.6 2.8 14.6 2.6 42.8 24.3 
Mean value without 
NP (F3 – F6) 

0.3 ± 
0.6 

0.8± 0.6 
13.8 ± 
0.8 

0.5 ± 
0.1 

49.1 ± 
1.5 

25 ± 1 

Mean value with NP 
(F7 – F14) 

2.7 ± 1 2.7 ± 1 
14.2 ± 
0.5 

1.3 ± 1 
43.5 ± 
1.5 

23.9 ± 
0.2 

3.2.2. Hydrogen production in the sequences 
with NP addition 

At sequence F7 and F9, Fe/SiO2 sample was added, each time at a final NP 
concentration10-6 mol·L-1. The sequences after the addition of NP decreased 
the concentration of NP with the dilution step caused by the sequenced-batch 
operation.  

The results show that the addition of iron oxide NP improved the mean HPR, 
from 44.7 ± 0.8 to 61.8 ± 3.9 mLH2·h-1, whereas the yields remained the 
same at 2.2 ± 0.1 molhydrogen/molglucose. (Figure 3). Therefore, it is concluded 
that the addition of NP have a kinetic effect rather than a metabolic effect on 
the production of hydrogen. It played a role in the rate of hydrogen formation 
rather than on the metabolites pathways followed by the bacteria, as already 
underlined in the BHP tests. Indeed, the metabolic profiles and carbon mass 
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balance did not show any significant differences between the sequences 
without and with NP (Table 3). In both case, butyrate and acetate were the 
major metabolites, respectively at mean values of 10.2 and 18.3 mmol·L-1 
produced during the sequences. The other metabolites found at lower 
concentration were lactate, formate and ethanol, at respectively 0.5, 1.8 and 
0.4 mmol·L-1. These values are in accordance with previous studies in similar 
conditions (Masset et al., 2010). At optimal pH conditions, the metabolic 
pathway was clearly oriented toward the production of hydrogen allowing 
higher yields. This is shown with more than 42% of the carbon consumed 
converted in butyrate and 13% in acetate. 

The second addition of NP did not result in a further increase of hydrogen 
production rate. However, for the sequences F10 to F14, the mean HPR was 
maintained at a higher level than without NP, even with the successive 
dilutions by the removal-addition of medium leading to a concentration of NP 
ten times less at F14 than F9. It is suggested that the NP were not metabolised 
by the bacteria but rather played a role of active catalytic site involved in the 
production of hydrogen. It is known that the hydrogen-producing bacteria 
need iron as a cofactor for hydrogenases synthesis (Chong et al., 2009a; 
Karadag et Puhakka, 2010; Lee et al., 2001). These authors evaluated the 
minimal iron requirement for the bacterial growth at 10-5 mol·L-1, but showed 
that the production of hydrogen could be enhanced by 5 to 10 times by 
increasing these concentration of a hundred to a thousand time. In 
comparison, the amount of iron added in the NP form is very low. On the one 
hand, a very low amount of iron was added with the NP and diluted with 
successive sequences. On the other hand, external iron ions were added as 
trace elements in the compounds contained in the fresh replacement solution, 
estimated at 2·10-5 mol·L-1 (Abelovska et al., 2007). The total amount of iron 
oxide NP added at F9 represent only 7% of the external iron source 
concentration available in the nutrient medium. Therefore, it is more likely that 
the bacteria should consume the free ions in the medium and used the stable 
iron oxide NP encapsulated inside the porous silica matrix in another purpose 
to enhance the production of hydrogen. Moreover, it has been shown that free 
iron supplemented in the media had a clear effect on the rates rather than on 
the yields as it is observed in this study (Hamilton et al., 2010). 
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A Gompertz modelling on the production of hydrogen was performed for 
each sequence with at least three volumetric data points (Figure 6). It 
confirmed the observation about the mean HPR. The maximum HPR reached a 
stable value after F3 in relation with the stabilization of the AnSBR. The mean 
values without NP from F3 to F6 reached a maximum HPR of 98.9 ± 9.6 
mLH2·h-1. The increase of the rate brought by the addition of NP is confirmed 
with a maximum HPR from F7 to F14 of 214.5 ± 33.9 mLH2·h-1. By contrast, 
the maximum volume of hydrogen estimated by the Gompertz model slightly 
decreased from 3.35 ± 0.11 to 3.15 ± 0.22 LH2 per sequence. As it was 
concluded from the mean H2 rates, the effect of the NP was not lowered with 
the successive dilution after F9.  

 
Figure VII - 5 : Application of the Gompertz model on the hydrogen production in the 2.5 L 
AnSBR with Fe/SiO2 NP. (A) Gompertz coefficients adjusted for each sequence with at least 
three values measured and (B) mean Gompertz coefficients for the sequences without NP (F3 to 
F6) and with NP (F7 to F14). 

3.3. General discussion 
The effects of zero-valent gold NP were demonstrated on fermentative bioH2 
production by Zhang et Shen (2007) at a concentration of 10-8

 mol·L-1 : The 
more the size of NP decreases, the more the H2 production increases. The 
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concentration of gold NP used by these authors (10-8 mol·L-1) was a hundred 
fold less than the concentration used in this work. In comparison with this 
work, 9 sequenced-batch operations after F9 should be achieved to reach the 
same concentration. Furthermore, the nature of NP in Fe/SiO2 samples used 
in this study have been determined as mainly non-reduced iron oxide Fe2O3 

(Heinrichs et al., 2008). Therefore, considering the low concentration of NP 
and their ferric oxide state, it is suggested that the enhancement of the 
production of hydrogen with Fe/SiO2 catalysts is related to a catalytic activity 
working in parallel with the enzymes involved in electron transfer as the 
hydrogenases, c-cytochromes or/and with extracellular electron mediators. 
Indeed, the immobilized iron oxide active sites could be used by the bacteria 
for oxidation/reduction chemical reaction (considering the redox couple 
Fe2+/Fe3+) to help the bacteria transferring faster its electrons without 
consuming or metabolising the iron as when it is added to the medium in a 
dissolved form. However, considering the small size of the iron oxide NP 
(around 3 nm), the surface effect is greatly enhanced and may improve the 
ability of the NP to react with electrons transported from mediators and 
transfer it efficiently to electron acceptor or eventually protons. C. butyricum is 
known to have c-type cytochromes on the outer cell surface that can transfer 
electron out of the cell (Park et al., 2001). Interaction and electron transfers of 
Clostridium strains to metallic element have already been supposed in 
microbial fuel cells (MFC) where clostridia strains have often been isolated 
and identified (Lovley, 2008b; Park et al., 2001). The NP would act as a 
chemical catalyst and may add efficiency in the biochemical hydrogen 
production process usually mediated only by enzymes in the cells for the 
production of hydrogen through the reduction of protons. 

This mechanism supposes an efficient diffusion of the mediating-molecules 
allowed by the porous structure of the encapsulating-silica as demonstrated in 
the catalyst characterization by the authors (Heinrichs et al., 2008; Lambert et 
al., 2004). Indeed, the pore size range being equal from two to several 
hundred nanometres, the pores would connect the outer medium of the silica 
matrix to the central iron oxide active site. It reinforces the assumption of 
mediated process since the bacteria should not come directly in contact with 
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the iron and therefore should use a redox intermediate to transport the 
electron from the cell surface to the active metallic oxide surface.  

The precise role of iron oxide NP, their mechanism of action and their 
potential influence on the enzymatic activity will have to be investigated and 
confirmed in further work and will focus on links with hydrogenases activity 
and electron transfer mechanisms. The hypothesis of partial NP dissolution in 
the liquid medium has not been ruled out and attention should be brought to 
this subject in future studies. Indeed, if partial dissolution occurred, its 
proportion will have to be measured. However, no lowering effect was 
observed with successive dissolution in the AnSBR experiment, therefore 
limiting the hypothesis of NP dissolution. This work also opens the way to 
researches about combined catalytic and biological treatment for the 
bioremediation of soil pollution with substances such as aromatic or 
chlorinated compounds, since mechanism of electron transfer are highly 
important in such processes. 
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4. Conclusions 

This study leads to a successful improvement of the biohydrogen production 
process by C. butyricum combined with encapsulated iron oxide NP added at 
very low amount (10-6 mol·L-1). Interactions with NP have been assumed since 
an enhancement of the HPR has been achieved. The production rates were 
improved by 38 and 113% in the batch or AnSBR mode respectively. By 
contrast, no significant change in the metabolic pathways was observed, 
regarding the yields or soluble metabolites distribution. The addition of the NP 
would improve the hydrogen production made by the bacteria trough catalytic 
mechanism involving extra-cellular mediated-molecules.  
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Commentaires complémentaires 

Comme le montrent les résultats présentés dans cet article, des interactions 
semblent exister entre les bactéries et les particules solides. L’hypothèse 
développée ici présume que ces interactions sont en relation avec les 
transferts d’électrons depuis le métabolisme microbiologique vers l’accepteur 
final afin de produire plus rapidement de l’hydrogène.  

Cette théorie mérite néanmoins d’être approfondie et validée dans l’avenir. 
Par ailleurs, elle ouvre un vaste champ de recherches dont quelques thèmes 
sont dès à présent suivis par plusieurs chercheurs au CWBI (dans le cadre de 
leur thèse en cours, Alaa Eddin AlAhmed, Thibaut Masy et Wissal 
Wanoussa).  

D’une part, la nature des interactions devra être étudiée et confirmée : la 
détection des éventuels intermédiaires transporteurs d’électrons, des protéines 
de surface ou cytochromes permettant ce transfert, etc. D’autre part, l’action 
catalytique de la nanoparticule pourra être approfondie : seuil minimum 
d’activité catalytique, mécanismes et modèles cinétiques, effets de la synthèse 
du catalyseur, pro ou antimicrobien.  

Par ailleurs, cette recherche ouvre la voie à de nouvelles applications dans 
des domaines différents, allant de l’application à la production de 
biohydrogène. En effet, la combinaison de ces effets avec le procédé de 
méthanogenèse pourrait être envisagée. Par ailleurs, des applications seraient 
imaginables avec les procédés de bio-remédiation des sols. En effet, ces 
procédés font également appel à des mécanismes de transfert d’électrons 
facilités par des microorganismes qui consomment les molécules très 
polluantes (PCBs, composés (poly-)aromatiques, …) et les dégradent en 
composés moins nocifs. Dans cet esprit, le transfert d’électrons amélioré par 
des nanoparticules, utilisées de surcroît en très faibles quantités, pourrait 
s’avérer extrêmement intéressant. 
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Les résultats présentés dans les chapitres précédents font état de recherches 
visant une meilleure compréhension et une optimalisation du procédé de 
production d’hydrogène par des bactéries anaérobies. Cette section de 
discussion générale permettra de rassembler les résultats des différents 
chapitres et d’effectuer, par la suite, une comparaison critique de ceux-ci par 
rapport aux recherches récentes menées par d’autres équipes à travers le 
monde.  

Le premier sous-chapitre de cette section fera la synthèse des résultats 
présentés précédemment ainsi qu’un résumé des voies d’amélioration qui ont 
été abordées et proposées. Le second sous-chapitre rassemblera les 
performances publiées dans la littérature scientifique afin de pouvoir les 
comparer de manière critique à celles qui ont été obtenues au cours de ces 
travaux. Ceci permettra d’ouvrir la discussion sur les avancées réalisées et la 
manière avec laquelle il faudrait poursuivre la recherche pour implémenter la 
technologie de production d’hydrogène par microorganismes comme moyen 
à part entière de production, tant au point de vue économique que pratique. 
Le couplage avec d’autres procédés de production d’énergie, basé sur 
l’utilisation de microorganismes, sera ainsi exploré. 
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1. Synthèse des résultats de la thèse 

1.1. Résultats pertinents sur les performances de 
production d’hydrogène 

Les Tableaux 1 et 2 reprennent les principaux résultats présentés dans ce 
travail, en termes de performances de production d’hydrogène, c’est-à-dire en 
termes de rendements et de productivités. Ils sont classés selon le type de 
culture réalisée (batch ou (semi-) continue).  

Tableau VIII - 1 : Synthèses des performances de production d’hydrogène obtenues dans les 
chapitres II à VII pour les cultures BHP (bouteille batch de 200 mL). 

Condition 
Rendement 
(molH2·molgluc

-1) 

Productivité 
maximum 
(mLH2·h-1) 

Remarque 
Chapitre de 
référence 

C. freundii 0.25 - 
Milieu MD 
(glucose) 

II(3.3) C. butyricum 0.53 - 
Mixed culture 0.38  
Sans agitation, 
sans NP 

0.92 - 1.16 2.0 – 3.3 
Milieu MDT ; 
C. butyricum 

IV(3.1) – VII(3.1) 

Agité 1.62 4.7 – 5.1 IV(3.1) 
Avec NP 1.08 3.5 VII(3.1) 

 
Les performances obtenues en tests BHP (Tableau 1) permettent d’ores et déjà 
de faire plusieurs constatations importantes. L’utilisation d’un milieu MD, 
exempt de tampon phosphate, donne des performances nettement moins 
élevées que le milieu MDT (tamponné), soulignant l’importance du pH lors de 
la production d’hydrogène. En effet, lors de la fermentation anaérobie, la 
production d’AGV fait rapidement chuter le pH, à moins que celui-ci ne soit 
tamponné. Sans ce tampon phosphate (pKa = 7.21), les conditions 
deviennent très rapidement inhibitrices et empêchent d’atteindre des 
rendements satisfaisants. Ainsi, les valeurs atteintes dans le chapitre II(3.3) 
sont très modérées et en-deçà des valeurs de la littérature tel que cela sera 
montré par après. Au contraire, en milieu MDT, les rendements sont 
satisfaisants pour des cultures pures à pH libre. En outre, les améliorations 
apportées sur l’agitation des milieux ou l’apport de nanoparticules (NP) 
permettent, selon le moyen d’action, d’augmenter significativement soit les 
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rendements, soit les productivités. Ces tests BHP ne permettent pas d’obtenir 
des performances très élevées en raison du mode de production batch et de 
l’évolution du pH au cours de la culture, mais sont efficaces pour essayer et 
comparer de nombreuses conditions de milieux ou de cultures permettant de 
déterminer les facteurs montrant le plus d’influence sur la production 
d’hydrogène. Ces premiers tests BHP ont alors été prolongés dans des cultures 
à pH contrôlé, en réacteurs (semi-) continus. 

Tableau VIII - 2 : Synthèses des performances de production d’hydrogène obtenues dans les 
chapitres II à VII pour cultures en bioréacteurs (AnSBR 2.3, 2.5 et 15 L et AnBdR) 

Condition 
Rendement 
(molH2·molgluc

-1) 

Productivité 
spécifique 
(mLH2·L-1·h-1) 

Remarque 
Chapitre de 
référence 

AnSBR 2.3 L glucose 2.67 55a 

Culture pure 

III(3.3) 
AnSBR 2.3 L amidon 2.58 57a 

AnSBR 2.3L glucose 1.19 28a 

Culture mixte AnSBR 2.3 amidon 1.17 33a 

AnSBR 15 L glucose 1.73 32a 

AnSBR 2.5 L 0 RPM 1.58 56b Culture pure, 
séquence à 
pH fixe 

IV(3.2) AnSBR 2.5 L 400RPM + 
dégazage N2 

3.09 111b 

AnBdR continu, Patm 2.18 – 2.48 526 – 596 
Culture mixte 

V(3.4) – VI(3) 
AnBdR, dépression 2.38 – 2.67 570 – 636 

VI(3) 
AnBdR, surpression 1.79 – 1.89 433 – 473 
AnSBR 2.5 L sans NP 1.88 – 2.2 40 – 106b  Culture pure, 

400 RPM 
IV(3.2) – VII(3.2) 

AnSBR 2.5 L avec NP 2.2 88b VII(3.2) 
a Productivité spécifique moyenne calculée sur le temps total de la séquence 
b Productivité maximum ajustée par le modèle de Gompertz 

En bioréacteurs à pH contrôlé (Tableau II), deux mécanismes d’alimentation 
on été expérimentés. L’AnSBR (alimentation batch séquencée) a permis 
d’observer l’effet de nombreux paramètres mais reste globalement limitant 
pour la productivité en hydrogène. En effet, dans ce mode de fonctionnement, 
il faut attendre la fin de la production d’hydrogène pour effectuer une étape 
de retrait-ajout de milieu permettant le redémarrage de la production. Ces 
interruptions sont évitées lors du fonctionnement continu, comme cela a été 
réalisé dans l’AnBdR (réacteur à biodisque). Les très bonnes performances 
obtenues sont notamment permises grâce à la fixation de la biomasse, évitant 
de ce fait le lessivage des microorganismes hors du bioréacteur et permettant 
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ainsi un net abaissement du temps de rétention liquide. Ce bioréacteur 
présente des productivités spécifiques très élevées en comparaison avec les 
réacteurs de 2.3, 2.5 et 15 L, grâce au faible volume liquide qu’il contient en 
permanence (300mL). Cependant, si on ramène la productivité au volume 
total du bioréacteur (2.3 L), les valeurs données dans le tableau sont 
multipliées par un facteur 0.13, ce qui donne des productivités spécifiques de 
l’ordre de 70 mLH2·Lreact

-1·h1. On obtient dans ce cas les mêmes gammes de 
valeurs que les productivités maximales estimées par le modèle de Gompertz 
en AnSBR. En effet, dans les AnSBR, la production d’hydrogène suit une 
sigmoïde présentant une phase de latence, une production croissante de 
manière exponentielle et, enfin, un ralentissement de la production due à la 
limitation en substrats, modélisée par l’équation de Gompertz (Figure 1). Le 
paramètre de productivité maximale correspond à la tangente au point 
d’inflexion de la courbe, représentant la productivité que l’on pourrait espérer 
obtenir en fonctionnement continu.  

 
Figure VIII - 1 : Modélisation de la production batch d’hydrogène par l’équation de Gompertz, 
adapté d’après Wang et Wan (2009b). 
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Les cultures en bioréacteurs ont permis de se rendre compte de l’influence 
d’une culture pure par rapport à une culture mixte, cette dernière étant 
désavantagée puisqu’une partie de la source de carbone est consommée par 
les autres microorganismes sans production d’hydrogène. D’une manière 
générale, cette culture mixte a été associée à la perte de rendement et à 
l’apparition de métabolites non liés à la production d’hydrogène (hauts 
niveaux de lactate, formiate, éthanol, apparition de propionate). Au contraire, 
en culture pure, les bactéries productrices d’hydrogène, C. butyricum 
notamment, favorisent la production de butyrate et d’acétate lorsque les 
conditions permettent d’atteindre des rendements plus élevés. C’est notamment 
le cas pour les conditions fortement agitées et dégazées. 

1.2. Améliorations proposées 
Rassemblées dans les 2ème, 3ème et 4ème sections, les améliorations proposées 
et apportées au cours de ces travaux de thèse, dans le but de faire avancer 
les connaissances du procédé de production d’hydrogène par fermentation 
anaérobie vers des applications à plus grande échelle sont réparties en trois 
catégories. Ce travail est parti des connaissances et de l’expérience déjà 
acquises au sein du laboratoire, comme montré dans les travaux de thèse et 
travaux de fin d’études présentés par le passé. Ainsi, la sélection de souches 
performantes, l’optimisation du milieu de fermentation et des méthodes de 
conservation des souches, les méthodes de production en culture batch ou en 
bioréacteur et la détermination des paramètres importants à suivre et étudier 
sont des matières qui ont été considérées comme acquises au départ de ces 
travaux de thèse.  

1.2.1. Les cultures mixtes 
Abordés dans la 2ème section, ces travaux ont permis d’observer le 
comportement de la production d’hydrogène en culture « mixte », c'est-à-dire 
en quittant le modèle de monoculture tel que cela avait été le plus souvent 
réalisé au CWBI. En effet, si le travail en culture pure permet une stricte 
comparaison des résultats en raison de l’invariabilité de la population 
microbienne étudiée, elle demande des précautions importantes de maintien 
des conditions stériles qui sont impraticables dès que l’on s’éloigne de très 



Chapitre VIII – Discussion générale 

238 

petits volumes de production. Cela est d’autant plus vrai lors du passage en 
culture (semi-) continue à moyenne ou longue durée.  

Les deux articles ont montré que ce passage en culture mixte a mené à la 
perte de rendements (de l’ordre de -30 à -50%), due au développement d’une 
population mixte consommant le glucose pour produire des métabolites non-
liés à la production d’hydrogène. Les performances atteintes sont toutefois 
comparables, _sinon meilleures_, aux cultures mixtes obtenues à partir de 
sélections d’organismes sporulants (voir chapitre I-5.1.1). Cependant, 
l’approche consistant à partir d’une culture pure de la souche performante C. 
butyricum mène à deux conclusions essentielles. D’une part, la production 
d’hydrogène se poursuit malgré le développement des autres 
microorganismes, cela signifiant que la souche est résistante et difficilement 
supplantée en culture mixte. D’autre part, grâce aux capacités de sporulation 
de la souche, ces recherches ouvrent la voie à l’utilisation de cette bactérie 
comme « starter d’hydrogène ». En effet, la production de C. butyricum en 
bioréacteurs, dans le but de créer une haute concentration cellulaire, se prête 
particulièrement bien à une application industrielle permettant le 
conditionnement de la souche sous forme sporulée afin d’être utilisée comme 
moyen de promotion pour le démarrage de la production d’hydrogène en 
condition anaérobie.  

1.2.2. L’auto inhibition de l’hydrogène 
La 3ème section a permis une avancée essentielle tant au niveau fondamental 
que pratique. En effet, dans un premier temps, il a été montré que l’effet de 
l’hydrogène sur sa propre condition est lié à sa concentration sous forme 
dissoute (et non directement à la pression partielle en phase gazeuse comme 
cela est trop souvent affirmé dans la littérature), laquelle peut être diminuée en 
améliorant les conditions de transfert massique. Cette information est 
essentielle en ce sens qu’elle permet la compréhension des limitations de 
rendements atteints dans les systèmes à biomasse fixée, mais cela sera discuté 
par la suite. Cette étude montre également que l’hydrogène est un des 
paramètres essentiels à contrôler afin d’augmenter les rendements et 
d’orienter les voies métaboliques vers la production d’hydrogène. Le facteur 
de sursaturation du milieu a également été approché et devra être étudié plus 
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en profondeur afin de déterminer les moyens pour éviter les sursaturations 
locales dans le milieu. 

Cela a également abouti aux études réalisées sur le réacteur à biodisque 
(AnBdR), permettant à la fois la fixation de la biomasse et le transfert efficace 
de l’hydrogène, en vue d’obtenir une augmentation des rendements et des 
productivités. Le comportement de ce réacteur ad’abord dû être maîtrisé, 
notamment au niveau du pH et de la population mixte qui s’y est développée, 
pour pouvoir, par la suite, en mesurer les performances en conditions 
« normales ». Cela a confirmé que son design avait un intérêt pour 
augmenter les performances par rapport aux bioréacteurs à cuves agitées, 
déjà bien maîtrisés au sein du laboratoire (rendements de l’ordre de 1.7 
molH2·molgluc

-1 à 2.5 molH2·molgluc
-1), tout en améliorant les productivités. Par la 

suite, la pression totale ayant une influence sur le transfert massique de 
l’hydrogène a été modifiée et a montré l’effet escompté par le modèle de 
l’hydrogène dissout.  

L’ensemble de cette section permet une généralisation et une uniformisation 
des phénomènes décrits par de nombreux auteurs. Cela est discuté en détails 
dans les différents articles, la littérature scientifique regorgeant d’exemples de 
modification des conditions d’agitation, de dégazage du milieu liquide ou de 
modification de la phase gazeuse menant à un changement au niveau du 
transfert massique et se traduisant par une meilleure ou moins bonne 
production d’hydrogène. Par le travail réalisé ici, tous ces articles peuvent être 
expliqués, ce qui, implicitement, valide la théorie développée sur le transfert 
massique et l’effet de l’hydrogène dissout. À l’avenir, cela devrait mener à 
l’application de cette théorie dans la conception des bioréacteurs, en tenant 
néanmoins compte des facteurs de coût de conception et de fabrication qui ne 
doivent pas être excessifs, au risque de rendre infaisable le procédé à grande 
échelle. 

1.2.3. Interactions avec les particules solides 
et transfert d’électrons 

Cette 4ème section est peut-être celle qui présente les résultats d’expériences 
sans apporter de preuves au niveau fondamental. Et pourtant, de par son 
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originalité, elle ouvre le plus large champ de recherches proposé par ce 
travail. L’idée originale revient à comparer l’action des hydrogénases à celle 
des catalyseurs métalliques, tous deux permettant le transfert des électrons 
plus rapidement. Par ailleurs, les interactions entre des cellules bactériennes et 
des supports solides conducteurs d’électrons sont possibles et largement 
décrites dans la littérature scientifique dédiée à l’étude des piles à 
combustible microbiologique (MFC pour Microbial Fuel Cells). Partant de cette 
base de connaissances, une interaction entre C. butyricum a été montrée 
comme permettant l’accélération de la production d’hydrogène, bien que le 
mécanisme d’action n’ait pas été élucidé. Cette interaction montre, d’une 
part, que la bactérie est capable d’utiliser le catalyseur ajouté en très faible 
quantité, sans le consommer, pour accélérer sa production d’hydrogène et, 
d’autre part, que l’importance de cette accélération dépend de la nature du 
métal utilisé. Un sujet de recherche fondamental est dès lors ouvert pour 
comprendre par quel biais la bactérie arrive à profiter de l’ajout de ces 
particules dans le milieu liquide. Par ailleurs, outre une possible application 
pour la production d’hydrogène, dont l’intérêt économique devra être évalué 
et confirmé, cette recherche ouvre la voie à de nombreuses applications en 
rapport avec la microbiologie et même avec la synthèse des catalyseurs. 
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2. Comparaison avec la littérature scientifique 

Afin d’être discutés de manière critique, les résultats de ce travail vont être 
comparés aux publications récentes et significatives de la littérature 
scientifique. Pour comparer ces recherches, les rendements sont ramenés en 
molH2·molhexose

-1 et les productivités spécifiques en LH2·Lréact
—1·h-1. Bien sûr, les 

performances publiées parcourent un large éventail de technologies ainsi que 
l’a montré la première section de ce manuscrit. Ces performances seront donc 
classées selon le mode d’alimentation, le type de réacteur, les 
microorganismes et les substrats utilisés (Lin et al., 2012).  

2.1. Production phototrophe d’hydrogène 
Selon le type de microorganismes utilisés, les procédés phototrophes réalisent 
la biophotolyse ou la photo fermentation, la seconde étant la seule qui 
nécessite l’apport de substrats en solution (Tableau 3).  

Tableau VIII - 3 : Synthèse des performances de production des différentes technologies de 
production phototrophe d’hydrogène. Adapté d’après les revues de Chen et al. (2011), 
Dasgupta et al. (2010) et Eroglu et Melis (2011) 

Organismes Substrat 
carbone 

Rendement (% 
du rendement 
maximal 
stœchiométrique)  

Productivité 
(mLH2·L-1·h-1) 

Commentaire 

Algues vertes 
(Chlamydomonas, 
Chlorella, etc.) 

Acétate, 
CO2 

-  0.6 – 5.8 Conditions de 
privation de souffre 

Cyanobactéries 
(Anabaena, 
Spirulina, etc.) 

CO2 -  4 - 20 Mutants génétiques 

Photo fermentation 
(Rhodobacter sp., 
Rhodopseudomonas 
sp., etc.)  

Glucose, 
acétate, 
malate, 
lactate et 
autres AGV 

20 – 75% 5 – 25.2 Etude sur les sources 
de carbone et de 
nutriment en trace 

15.9 – 43.8 Cellules immobilisées 
3.3 – 20  Bioréacteur à 

géométrie optimisée a 

16 – 180  Cultures continues a 

a Géométries de bioréacteurs envisagées : à flottation, tubulaire vertical ou annulaire, panneau 
vertical, plat à plan incliné, etc. 
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De nombreux paramètres varient entre les différentes études. Par ailleurs, ces 
recherchent abbordent souvent l’influence de modifications génétiques 
(sélections de mutants) permettant d’approcher au plus près la compréhension 
des mécanismes biomoléculaires et des chaînes de transport d’électrons 
permettant à la souche de maintenir sa croissance et de produire de 
l’hydrogène le plus efficacement possible. Cependant, cela a déjà été avancé 
précédemment, si les rendements de conversion des substrats sont largement 
supérieurs à la fermentation anaérobie, les productivités restent très limitées, 
même en fonctionnement continu, et impliquent l’utilisation de géométries de 
bioréacteurs parfois très complexes et difficilement transposables à grande 
échelle. Par ailleurs, ces cultures demandent un apport d’énergie lumineuse 
souvent d’origine électrique, impliquant également une dépense énergétique 
supplémentaire (rendement de conversion lumineuse < 1%). Enfin, il faut noter 
l’intolérance à l’oxygène, généralement produit par le métabolisme, de la 
plupart des microorganismes non-modifiés, nécessitant alors l’utilisation de 
moyens artificiels (privation de souffre, par exemple) pour produire 
l’hydrogène.  

Cependant, l’étude et l’évolution de ces technologies ne sont certes pas 
dénuées d’intérêt. Elles sont intéressantes, d’une part, pour une meilleure 
compréhension fondamentale des mécanismes de production d’hydrogène 
utilisés par ces microorganismes et, d’autre part, dans la perspective de 
compléter d’autres biotechnologies énergétiques. Ainsi, les sous-produits 
solubles des fermentations anaérobies peuvent être alimentés dans une photo-
culture ou, a contrario, la production de biomasse phototrophe peut servir de 
substrat à la fermentation anaérobie, tel que cela sera discuté plus tard.  

2.2. Dark fermentation (ou fermentation 
anaérobie) 

La fermentation anaérobie permet d’envisager la consommation d’une très 
large variété de substrats dans des conditions parfois très différentes d’une 
étude à l’autre. En effet, comme introduit dans la 1ère section, les gammes de 
pH et de température, les microorganismes et la manière de les sélectionner, 
mais aussi les géométries et la configuration de bioréacteurs permettent 
d’atteindre un très grand éventail de performances. Cependant, d’une 
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manière générale, les auteurs concilient difficilement une amélioration 
simultanée des rendements et les productivités des bioréacteurs. Dans la 
synthèse présentée ici, les performances seront classées selon le type 
d’alimentation (batch ou semi- continue), les microorganismes (cultures pures 
ou mixtes) et les substrats (sources de carbone artificielles et sucres simples ou 
provenant d’effluents industriels). Il faut également noter que les productivités 
étant influencées par la concentration des substrats (en culture batch) ou le 
taux d’alimentation organique (OLR) peuvent donc varier énormément d’une 
culture à l’autre. Néanmoins, l’analyse des performances atteintes dans la 
littérature scientifique permet de dessiner les grandes tendances de la 
production d’hydrogne par fermentation anaérobie et de les comparer aux 
résultats présentés au cours de ce travail.  

Tableau VIII - 4 : Performances de production d’hydrogène en culture batch présentées dans la 
littérature scientifique, adaptés d’après les revues de Davila-Vazquez et al. (2008) ; Lee et al. 
(2011) ; (Li et Fang, 2007a) et Show et al. (2012). 

Organismes Substrat Rendement 
(molH2molhexose) 

Productivité 
(mLH2·L-1·h-1) 

Anaérobie facultative 
(Enterobacter sp., 
Citrobacter sp., etc.) 

Glucose, saccharose, 
maltose, amidon hydrolysé,  

1.2 – 2.7 90 – 660 

Anaérobies strictes 
(Clostridium sp., etc.) 

Glucose, saccharose, 
xylose, amidon,  

1.1 – 2.3 60 - 660 

Thermophiles (Thermotoga 
sp., Caldicellulosiruptor sp., 
etc.) 

Glucose, saccharose, 
amidon 

2 – 3.84 120 - 350 

Boues anaérobiques 
adaptées (choc de 
température ou pH, etc.) 

Glucose, saccharose, 
molasses, déchets de 
papeterie, eaux usées, etc. 

0.8 – 1.7 192 - 480 

 
Les cultures batch présentées dans le Tableau 4 illustrent les meilleurs résultats 
obtenus par les auteurs dans des conditions parfois bien particulières : 
contrôle du pH, retrait du biogaz en permanence, agitation du milieu. Par 
ailleurs, les hautes productivités sont le reflet de concentrations en substrats 
plus élevées que celles utilisées dans ce travail (de l’ordre de minimum 20 g·L-

1 de glucose contre les 5 g·L-1 utilisés dans le milieu MDT). En détaillant les 
articles présentant ces résultats, de bonnes productivités dans les 
fermentations batch ne sont pas associées à de hauts rendements et vice 
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versa. Comme cela a déjà été abordé dans l’introduction, les cultures batch 
sont principalement utilisées pour effectuer des séries de tests d’influences de 
paramètres de cultures de manière rapide et efficace. Elles ne sont en aucun 
cas destinées à être portées à grande échelle en raison de leur caractère trop 
peu pratique pour leur mise en œuvre. Dès lors, c’est en observant les cultures 
(semi-) continues que sont approchées les conditions réelles de production 
d’hydrogène transposables à de plus grands volumes. 

Tableau VIII - 5 : Performances de production d’hydrogène en bioréacteurs (semi-)continus en 
cultures mixtes mésophiles présentées dans la littérature scientifique, adaptés d’après les revues 
de Davila-Vazquez et al. (2008) ; Hawkes et al. (2007); Jung et al. (2011) et Li et Fang 
(2007a). 

Bioréacteur Substrat Rendements 
(molH2molhexose) 

Productivité 
(mLH2·L-1·h-1) 

AnSBR * Glucose, saccharose, 
amidon, eaux usées 

1.05 – 1.75 20 - 400 

CSTR* (HRT : 6 – 20 h) Glucose, saccharose, 
xylose, amidon, eaux usées  

0.32 – 2.24 50 - 3200 

AnMBR* (HRT : 1 – 10 h) Glucose, fructose, 
saccharose 

1.27 – 1.71 370 - 2750 

UASB* (HRT : 0.25 – 60 h) Glucose, saccharose, 
amidon, déchets agro-
industriels 

0.75 – 2.47 100 - 7300 

AFBR* (HRT : 0.125 – 9 h) Glucose, saccharose 1.5 – 2.79 125 - 7600 

* AnSBR : Anaerobic Sequenced-Batch Reactor ; CSTR : Continuous Stirrd Tarnk Reactor ; 
AnMBR : Anaerobic Membrean BioReactor ; UASB : Upflow Anaerobic Sludge Bioreactor ; 
AFBR : Anaerobic Fixed-Bed Reactor ; HRT : Hydraulix Retention Time.  

Les cultures continues sont, sauf exception, étudiées avec des cultures mixtes 
provenant de boues anaérobies (soit depuis des installations de 
méthanisations ou des boues issues de sols) dont la population a été adaptée 
par traitement (chimique ou température) ou par sélection (en appliquant des 
temps de rétentions hydrauliques, ou HRT, très faibles). Le maintien d’une 
culture pure dans ce type de bioréacteur se heurte rapidement à des 
limitations pratiques qui sont dues aux conditions d’étanchéité et aux 
précautions d’utilisations trop importantes qu’il faut utiliser dans ce but.  

Les bioréacteurs les mieux connus et maîtrisés, car déjà largement utilisés 
dans les procédés de digestion anaérobie notamment, tels que les UASB ou 
les CSTR, sont étudiés avec des substrats qui sont assimilés à des déchets 
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industriels (résidus de la fabrication de l’huile de palme, élevage de volailles, 
porcs ou bovins, eaux usées de brasserie, etc.). Pour les autres, des substrats 
synthétiques sont alimentés, parfois pour mimer le contenu des substrats 
industriels sur lesquels porte l’étude.  

Les premiers paramètres d’étude mis en avant par les auteurs sont, outre la 
configuration géométrique du bioréacteur, le HRT, définissant ainsi la 
capacité optimale de traitement du système. Un temps de rétention optimal est 
défini, permettant le maintien de la biomasse dans le bioréacteur et la 
maximisation simultanée des rendements et des productivités. Cela fait 
d’ailleurs souvent l’objet d’un compromis, dans la mesure où les bioréacteurs 
atteignant de très hautes productivités doivent souvent se satisfaire d’un 
rendement moyen à relativement faible. Par ailleurs, le maintien de la 
biomasse dans le bioréacteur est rendu plus aisé pour de faibles HRT lorsque 
celle-ci est fixée et que, de ce fait, le temps de rétention liquide est découplé 
du temps de rétention solide.  

Pour les CSTR, les temps de rétentions hydrauliques généralement atteints sont 
assez élevés (de l’ordre de 10 à 20 h) mais sont, néanmoins, plus faibles que 
les digesteurs anaérobies, en raison du taux de croissance des bactéries 
productrices d’hydrogène plus élevé. La formation de flocs ou agglomérats 
(tels que cela se produit naturellement dans les procédés de digestion 
anaérobie) permet, dans ces systèmes, de descendre jusqu’à des HRT de 6 à 
8 h, tout en maintenant suffisamment de microorganismes dans le bioréacteur. 
Les réacteurs établissant un découplage des solides et des liquides dans les 
bioréacteurs permettent de diminuer spectaculairement les HRT minimums 
(jusqu’à 0.125 h) au profit de meilleures productivités mais aux dépens de 
bons rendements (diminuant aux alentours de 1.2 molH2·molhexose

-1). Ceux-ci 
étant généralement maximisés pour des temps de rétentions intermédiaires de 
5 à 10 h. 

Enfin, les réacteurs à membranes se sont montrés, dans le passé, attractifs en 
raison des rendements très satisfaisants et des hautes productivités, mais se 
sont révélés peut adaptables à plus large échelle. 



Chapitre VIII – Discussion générale 

246 

2.3. Discussion comparative 
Comme cela a été abordé au chapitre 1.1, plusieurs des conditions abordées 
dans ce travail ont visé à l’amélioration des performances sur base des 
connaissances déjà acquises au sein du laboratoire. En comparaison avec la 
littérature, les cultures menées en mode batch (bouteilles BHP), les rendements 
atteints en cultures non améliorées (milieu MD, puis cultures MDT non agitées) 
sont comparables à celles montrées dans des conditions similaires de la 
littérature (de l’ordre de 1.1 molH2·molgluc

-1). L’amélioration des rendements 
obtenus grâce à l’agitation des bouteilles est également comparable aux 
résultats obtenus en culture pure avec des souches du genre Clostridium. Les 
productivités publiées par plusieurs auteurs sont nettement supérieures à celles 
obtenues ici (de 10 à 50 fois). Cependant, comme cela a déjà été avancé, 
ces meilleures productivités sont dues à de plus hautes concentrations en 
substrats dans les fermentations batch et à un contrôle du pH. En comparaison 
avec la méthode BHP développée par Lin et al. (2007), les résultats obtenus 
en bouteilles sont comparables en termes de productivité.  

L’observation des bioréacteurs (semi-) continus apparaît plus intéressante en 
ce sens qu’elle permet de confirmer l’intérêt des méthodes développées du 
point de vue des rendements obtenus. Les réacteurs AnSBR agités et dégazés 
à l’azote obtiennent des rendements supérieurs aux 1.75 molH2·molgluc

-1 
maximum atteints dans la littérature (de 2.2 molH2·molgluc

-1 jusqu’à 3.09 
molH2·molgluc

-1
, ce dernier rendement n’ayant été atteint que dans des 

conditions similaires de dégazage ou dans des cultures thermophiles). Cela 
est néanmoins à mettre sur le compte de la culture pure de C. butyricum, dans 
la mesure où l’objectif de ces recherches était d’étudier les paramètres 
d’agitation ou d’ajout de NP en s’affranchissant de la population 
microbiologique cultivée. En culture mixte, les rendements atteints tiennent 
parfaitement la comparaison, illustrant la faisabilité d’un starter Clostridium 
afin de démarrer la production d’hydrogène avant de laisser le système se 
contaminer et développer une population mixte. À nouveau, les productivités 
moindres atteintes en AnSBR dans la littérature sont à mettre sur le compte de 
bioréacteurs AnSBR dont les étapes d’ajout-retrait de milieux se font, dans la 
littérature, avec plus de substrats et de manière plus fréquente (avec un 
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pseudo HRT approchant les 24 heures, contre près de quatre fois plus dans la 
méthode mise en place ici).  

Dans la culture continue mise en place dans ce travail (AnBdR), et malgré la 
population mixte installée dans le bioréacteur, les rendements atteints sont très 
bons en comparaison avec la littérature. Et les productivités tiennent 
simultanément la comparaison, renforçant les conclusions tirées dans les 
chapitres V et VI, à savoir que l’AnBdR et la technique d’augmentation de la 
surface d’échange permettent de maximiser ces deux indicateurs de 
performances. Cependant, comme cela a été mis en avant dans le chapitre V, 
l’originalité géométrique du bioréacteur le rend difficilement adaptable tel 
quel à plus grande échelle. Le temps de rétention hydraulique expérimenté 
dans l’AnBdR était de 3.5 heures. Au vu de ces performances, ce réacteur 
pourrait être classé dans la catégorie des AFBR, réacteurs plus récents et plus 
complexes dont les technologies restent encore largement à l’échelle du 
laboratoire. 
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3. Couplage et intégration du procédé 

Il semble évident que les bioréacteurs qui seront développés dans le futur 
permettront le découplage des temps de rétention solide et liquide afin de 
permettre d’atteindre des productivités suffisantes pour rendre le réacteur 
intéressant en termes de volume. En effet, plus sa capacité de traitement 
augmente, plus un petit réacteur (et un faible investissement) permettra une 
production rapide d’hydrogène. Cependant, comme cela a été discuté, les 
rendements pour de hautes productivités sont généralement diminués, résultant 
en une difficulté plus grande de rentabiliser l’installation. Dans ce cadre, le 
coût des matières premières est déterminant et la possibilité de traiter des 
déchets, avec un coût négatif, permettrait à la commercialisation du 
bioprocédé de production de bioH2 de tenir la route. Cependant, la 
fermentation anaérobie n’est pas un traitement ultime puisqu’elle 
s’accompagne du rejet en solution d’une concentration non-négligeable de 
composés organiques solubles, l’effluent nécessitant dès lors un traitement 
supplémentaire avant d’être rejeté dans l’environnement. En effet, en 
observant les différents bilans carbones présentés dans les chapitres de 
résultats, seuls 15 à 20% du carbone contenu dans le substrat carboné est 
évacué sous forme de CO2, le reste étant rejeté en solution (et nécessitant 
alors un traitement supplémentaire) ou transformé en biomasse pour la 
croissance bactérienne (alors récupérable sous forme de boues).  

Dès lors, il faut considérer la production de biohydrogène comme une partie 
d’un procédé biologique plus général permettant, in fine, l’épuration du 
substrat carboné et la coproduction d’énergie. Cette méthode de traitement 
est essentiellement destinée au traitement des charges organiques largement 
diluées (eaux à haute DCO, pour Demande Chimique en Oxygène). En effet, 
pour la biomasse solide présentant un plus haut taux de matière sèche, des 
méthodes thermochimiques se révèlent plus avantageuses (matériaux ligno-
cellulosiques notamment). 

Le couplage avec d’autres technologies est donc un élément essentiel 
permettant l’évolution vers une gestion intégrée des fluides énergétiques et des 
déchets (Guwy et al., 2011). Des choix technologiques seront à réaliser en 
connaissance de cause et à adapter aux cas particuliers (type et quantité de 
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substrats alimentés, intérêt de réutilisation de l’énergie produite, etc.). Mais, 
dans tous les cas, l’arrivée de ces technologies couplées viserait le même 
objectif : l’épuration des eaux usées par l’abattement de la DCO, la 
diminution des émissions de gaz à effet de serre et la réduction de la 
dépendance énergétique vis-à-vis des sources fossiles.  

 
Figure VIII - 2 : Système multi-étape visant une conversion énergétique maximale du substrat en 
hydrogène et méthane ou en électricité. Après le traitement de la biomasse (étape limitante), 
afin de la décomposer en sucres simples, la première étape est la dark fermentation productrice 
d’hydrogène, soit par les Enterobacteriaceae (1), soit par les bactéries du genre Clostridium 
(2). Dans les deux cas, il y a relargage d’AGV qui seront utilisés comme substrat à la seconde 
étape. Dans un digesteur anaérobie (3), l’acétate et autres composés en solution (oxydés en 
acétate par les différentes communautés de microorganismes) serviront de substrats à la 
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méthanogenèse. Les effluents liquides, encore riches en contenu azoté, pourront servir comme 
fertilisants naturels. Les procédés phototrophes (4), utilisant l’énergie lumineuse, peuvent aussi 
consommer les molécules organiques en solution en photo fermentation ou en biophotolyse. 
Enfin, les piles à combustibles microbiologiques (MFC pour Microbial Fuel Cells), les cellules 
d’électrolyse microbiologique (MEC pour Microbial Electrolysis Cells) (5) peuvent également 
consommer les substrats en solution par l’intermédiaire des populations de microorganismes 
attachées aux électrodes, soit pour produire une différence de potentiel électrique, soit de 
l’hydrogène lorsqu’un générateur complémente les microorganismes pour électrolyser l’eau. 
Figure adaptée d’après Hallenbeck et Ghosh (2009).  

3.1. Couplage avec la biométhanisation 
La dark fermentation productrice d’hydrogène ayant été isolée à partir du 
procédé de digestion anaérobie, c’est logiquement et naturellement en 
associant ces deux technologies que l’on pourrait arriver à maximiser les 
récupérations énergétiques d’une manière élégante. La DF a été proposée 
pour l’abattement de la DCO contenue dans les déchets semi-liquides 
organiques riches en carbohydrates, tels que les déchets alimentaires, le petit 
lait de fromageries, les eaux usées de la fabrication d’huile d’olive ou le 
résidu de la fabrication de l’huile de palme, les déchets ménagers, etc. 
(Appels et al., 2008; Coalla et al., 2009; Converti et al., 2009; El-Mashad et 
Zhang, 2010; Kabouris et al., 2009; Liu et al., 2006; Ting et Lee, 2007; 
Ueno et al., 2007; Zhu et al., 2008). L’avantage d’une telle approche est 
qu’elle repose sur la digestion anaérobie dont la technologie est d’ores et 
déjà bien connue et utilisée industriellement pour l’épuration des eaux. La 
combinaison des deux technologies est avantageuse par rapport au seul 
procédé méthanogène car elle permet d’accélérer l’ensemble du procédé et 
de maximiser la récupération énergétique. En effet, en séparant les étapes 
productrices d’hydrogène et de méthane, il est possible d’adapter, dans 
chacun des bioréacteurs, les conditions de fermentation optimales (pH plus 
faible pour la dark fermentation, température plus élevée pour la 
méthanogenèse) et, de la sorte, de porter ces deux étapes au maximum de 
leur productivité et de leur rendement.  

Plusieurs essais ont déjà été portés à l’échelle pilote. Ainsi, un procédé en 
deux étapes a été développé en UASB suivi pendant 120 jours (Han et al., 
2005). Les auteurs ont montré une efficacité d’épuration de plus de 70% à un 
taux d’alimentation organique de 12.5 kgCOD·(m³·jour)-1. Les productivités 
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présentées dans une autre étude ont atteint 5.4 m³H2·(m³reacteur·jour)-1 et 6.1 
m³CH4·(m³reacteur·jour)-1 avec une efficacité d’abattement de la DCO de 80%. 
Ces exemples montrent que la combinaison des deux procédés permet 
d’augmenter l’énergie récupérée sous forme de biogaz et l’abattement de la 
DCO en comparaison avec les procédés en une seule étape. La récupération 
de deux gaz de nature différente pourra, dans un futur proche, être valorisée 
énergétiquement en cogénération dans un moteur ou une turbine, sans 
nécessiter une méthode énergivore pour extraire le gaz des bioréacteurs, 
contrairement aux procédés de production d’éthanol de première et seconde 
génération, par exemple, dont la distillation requiert une quantité importante 
d’énergie pour parvenir à un produit non dilué. 

3.2. Couplage avec la photo fermentation 
Un autre moyen attrayant pour augmenter le rendement total de conversion 
énergétique du contenu organique contenu dans les eaux usées est le 
couplage de la dark fermentation avec la photo fermentation ou la 
biophotolyse directe (bactéries pourpres ou algues vertes). Un procédé à deux 
étapes permet d’atteindre un meilleur rendement et permet de diminuer 
l’apport d’énergie lumineuse apportée au système. La seconde étape de ce 
système permet la consommation des acides organiques, par exemple avec 
les souches Rhodobacter sp. (Afsar et al., 2011; Argun et al., 2008b; Chen 
et al., 2008b; Keskin et al., 2011; Liu et al., 2010; Redwood et Macaskie, 
2006). Néanmoins, ces technologies demandentencore des recherches au 
niveau du moyen de couplage des deux procédés. En effet, en effectuant une 
co-culture des microorganismes hétérotrophes et phototrophes, la turbidité du 
milieu augmente rapidement, limitant alors l’efficacité d’apport de lumière aux 
microorganismes et nécessitant l’application de bioréacteurs aux géométries 
complexes. Au contraire, le fonctionnement en deux étapes séparées permet 
d’améliorer les conditions de fermentation mais requiert un investissement plus 
important ainsi que des moyens de contrôle des deux étapes de fermentation.  

Plusieurs essais ont également été portés au niveau pilote. Les co-cultures ont 
permis d’atteindre des rendements de 2.76 molH2·molglucose, soit une 
augmentation de 105% par rapport à la culture pure de souches fermentatives 
(Vatsala et al., 2008). Un procédé en deux étapes dans des bioréacteurs de 



Chapitre VIII – Discussion générale 

252 

1.48 m³ ont augmenté les rendements de 317% par rapport à la seule 
première étape (Ren et al., 2009). Ces résultats permettent de produire un 
biogaz composé uniquement d’hydrogène et de CO2 et surtout exempt de 
méthane. Cependant, la production de biomasse cellulaire doit également 
faire l’objet d’un traitement ultérieur (séchage et conversion énergétique ou 
digestion anaérobie).  

3.3. Couplage avec les cellules bioélectriques 
Une dernière forme de couplage envisagée dans la littérature scientifique est 
d’utiliser les composés résiduels en solutions après la dark fermentation 
comme substrats pour alimenter des cellules bioélectriques. On distingue deux 
fonctionnements de ce type de cellule : la MFC (pile à combustible 
microbiologique) et la MEC (cellule d’électrolyse microbiologique). Leur 
fonctionnement est similaire en ce sens que les différentes populations de 
microorganismes oxydent les AGV et dirigent les électrons issus de cette 
réaction vers une électrode métallique, soit par contact direct avec l’électrode, 
soit par l’intermédiaire de molécules transporteuses d’électrons. Dans les 
MFC, cela crée une tension électrique capable de créer un courant électrique 
en associant plusieurs cellules. Dans les MEC, on ajoute au circuit une tension 
extérieure (~ 0.2 V) afin de permettre l’électrolyse de l’eau dans l’autre 
compartiment de la cellule, mais avec une tension moindre que dans une 
cellule électrolytique classique, résultant en la production supplémentaire 
d’hydrogène. Ces technologies ont récemment reçu beaucoup d’attention car 
elles peuvent utiliser une large gamme de substrats et fonctionner dans des 
conditions très variées.  

Cependant, les intensités électriques ou productivités en hydrogène sont très 
faibles pour le volume utilisé par la cellule bioélectrique. L’amélioration des 
électrodes (matériaux, surface spécifique) et la compréhension des 
mécanismes de transfert des électrons depuis la cellule jusqu’à la surface de 
l’électrode sont des éléments essentiels à l’amélioration des performances de 
ces cellules. Leur flexibilité en alimentation permettent néanmoins d’atteindre 
de très bonnes capacités d’abattement de la DCO, à savoir, jusqu’à 95% de 
la charge organique initiale (Oh et Logan, 2005). Par ailleurs, plusieurs 
auteurs ont montré l’intérêt des couplages avec les MFC et MEC pour la 
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dégradation de la cellulose, permettant de produire à la fois de l’hydrogène 
dans la première étape du procédé et de co-générer de l’électricité dans la 
seconde (Wang et al., 2011). 

3.4. Autres pistes d’intégration de technologies 
D’autre techniques de couplage sont envisageables, même si nettement moins 
étudiées. En effet, la production d’hydrogène peut également être un moyen 
de traitement d’autres procédés biologiques. Dans ce cas, il faut, bien sûr, 
garder à l’esprit que l’abattement de la DCO est loin d’être complet et 
nécessiterait une étape complémentaire de traitement. Néanmoins, la dark 
fermentation de la biomasse produite dans des photo-réacteurs à haut 
rendement permettrait une valorisation énergétique intéressante de ce 
procédé. En effet, l’objectif de ces technologies est de produire rapidement 
une haute concentration d’algues grâce à leur photosynthèse, c'est-à-dire en 
consommant du CO2. Le produit de cette production est utilisable à des fins 
énergétiques. Cependant, le séchage de cette biomasse, en vue de l’utiliser 
dans des chaudières, est énergétiquement contradictoire au regard de la 
quantité d’énergie nécessaire pour évaporer l’eau du produit filtré afin de le 
rendre apte à la combustion. Dès lors, la dark fermentation de cette biomasse 
pour produire de l’hydrogène est envisageable, tout comme cela est déjà plus 
fréquemment étudié en couplage avec la digestion anaérobie. Ces procédés 
ont cependant un avenir non négligeable puisqu’ils font partie des 
bioénergies de quatrième génération, permettant la production d’énergie sans 
avoir recours à l’utilisation de biomasse végétale (alimentaire ou non, ou 
encore ligno-cellulosique). Dans ce même esprit, la digestion des boues 
activées produites en station d’épuration des eaux usées pourrait être une 
piste utile de production d’énergie renouvelable.  
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4. Potentiel industriel et faisabilité du procédé 

4.1. Contexte d’application du bioprocédé 
Les avancées scientifiques au niveau fondamental sont les premières étapes à 
franchir dans le but de permettre des améliorations de performances 
nécessaires pour imaginer l’utilisation du procédé biohydrogène à l’échelle 
industrielle. Les voies proposées dans cette recherche constituent quelques 
pistes de travail. Mais la technologie devra, à l’avenir, faire partie d’un 
système complet et intégré visant à la production de vecteurs énergétiques 
« verts ». Cette évolution est envisageable si, et seulement si, les avancées 
scientifiques sont conjuguées à la volonté politique et la possibilité 
économique de réaliser la société hydrogène. 

Tout d’abord, les études scientifiques manquent encore de réalisations à 
moyenne ou grande échelle sur le long terme. Cela est pourtant une condition 
sine qua non pour éveiller l’intérêt d’investisseurs qui reposera sur des preuves 
de fonctionnement sur la durée, étant donné les investissements que des 
installations de production de biohydrogène demanderaient. Actuellement, les 
études les plus longues ont été réalisées sur des périodes allant de quelques 
mois à un an. Les volumes les plus larges étudiés approchent les quelques 
mètres cubes maximum, la plupart des pilotes ayant un volume de quelques 
dizaines à centaines de litres. Par ailleurs, comme cela a été discuté, le 
procédé devra montrer sa faisabilité en intégration avec une seconde 
technologie de valorisation énergétique. Cette conception devra tenir compte 
du type de substrat à dégrader, de sa concentration, de sa quantité, etc.  

Ensuite, le monde politique devra probablement montrer un intérêt franc et 
massif pour l’hydrogène afin de favoriser l’émergence de ces technologies. 
Cela pourrait arriver avec une prise de conscience importante de l’urgence 
environnementale dans laquelle la planète se trouve. Cependant, le contexte 
macro économique actuel pousse plutôt les politiques à oublier cet aspect 
pour régler prioritairement les problèmes sociaux et économiques. Pourtant, 
une politique forte d’incitants fiscaux en faveur de la production d’énergie 
renouvelable, mais aussi de vecteurs énergétiques plus verts, pourrait amener 
rapidement des solutions à des problèmes économiques, sociaux et 
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environnementaux (création d’une plus-value, d’emplois et d’énergie verte en 
une seule fois). Plusieurs États prévoient l’arrivée de l’hydrogène et 
développent des plans d’investissement massifs en faveur des technologies qui 
tournent autour de cet élément.  

De nombreux autres facteurs technologiques influenceront l’apparition du 
biohydrogène dans nos sociétés, résidant principalement en les moyens 
d’utilisation de l’hydrogène (développement des piles à combustible) et de 
stockage. Des marchés de niches sont d’ores et déjà identifiés, tels que le 
secteur automobile, celui du transport local ou du traitement individuel des 
eaux usées. 

4.2. Potentiels et barrières économiques 
Actuellement, l’augmentation du prix des ressources fossiles (gaz naturel, 
pétrole et charbon) utilisées comme sources d’hydrogène dans les procédés 
thermochimiques rend les moyens alternatifs de production d’hydrogène à 
partir de biomasse de plus en plus attractifs. Néanmoins, la conception d’un 
procédé de biohydrogène ne permet de dégager une certaine rentabilité que 
lorsque certaines conditions sont rencontrées. Actuellement, les techniques 
traditionnelles de production d’hydrogène « fossile » (gaz naturel et 
charbon) permettent de produire 1kg d’hydrogène (soit 119.9 MJ, environ 
équivalent à 1 gallon d’essence) pour respectivement 2.33 – 4 $ et 0.36 – 
1.83 $ (Bartels et al., 2010). Les technologies de production renouvelable 
d’hydrogène (biomasse, nucléaire, solaire, éolien) permettent d’envisager des 
coûts de production de l’ordre de respectivement 1.44 $, 1.84 $, 5.78 $ et 
2.27 $. Certaines de ces technologies pourraient donc être déjà compétitives 
avec les méthodes classiques de production. Cependant, seul le biohydrogène 
fermentatif permet d’ajouter à la production d’hydrogène un « service » de 
digestion des matières organiques, apportant dès lors une plus-value au 
procédé. C’est seulement dans ce cadre que celui-ci peut être défini comme 
rentable. 

En effet, le choix du substrat est un point essentiel afin de permettre la 
faisabilité du procédé à grande échelle. L’utilisation d’un substrat coûteux ne 
permet pas d’envisager une rentabilité du procédé. Ainsi, deux voies 
s’ouvrent quant aux substrats qu’il faudra envisager dans un procédé 
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biohydrogène. D’une part, les substrats à coût négatif, c'est-à-dire les eaux 
usées nécessitant un traitement d’abattage de la DCO, constituent un premier 
moyen d’arriver à la rentabilité du procédé. D’autre part, l’utilisation de 
biomasse ligno-cellulosique est également envisageable dans le futur. 
Cependant, ce substrat nécessite des prétraitements chimiques ou biologiques 
rendant actuellement cette perspective assez éloignée.  

Plusieurs business-plans de production de biohydrogène ont été étudiés dans 
la littérature scientifique et sont encourageants pour l’avenir de cette 
technologie. Les défis restent cependant nombreux (Levin et Chahine, 2010; Li 
et al., 2012; Ljunggren et Zacchi, 2010; Nath et Das, 2004b). À Taiwan, le 
traitement d’eaux usées de brasseries pour la production de méthane et 
d’hydrogène par fermentation anaérobie montre un taux annuel de retour de 
30 à 80%, selon la technologie envisagée (UASB ou CSTR),la taille du 
bioréacteur (de 50 à 400 m³) et du système d’évaluation utilisé. La taille 
optimale du bioréacteur a été déterminée à environ 50 m³. Les effluents 
alimentés dans le bioréacteur devraient être suffisamment concentrés afin de 
pouvoir limiter le volume nécessaire au plan de méthanisation qui souffre plus 
rapidement de washing out des microorganismes et requiert des temps de 
séjour plus long. Selon les hypothèses retenues, un tel système coûterait de 
l’ordre de 3 à 6 $ par kg d’hydrogène produit et serait autosuffisant 
énergétiquement parlant, permettant de produire, sous forme de biogaz, de 
l’ordre de quelques centaines de KW à une dizaine de MW d’hydrogène, 
selon la dimension de l’installation envisagée. Cela permet de traiter les 
effluents d’industries agro-alimentaires de taille moyenne (quelques dizaines 
de tonnes de matière sèche par jour). Par comparaison, les technologies de 
photo fermentation demandent des surfaces de production nettement plus 
importantes pour atteindre les mêmes puissances d’installation (de l’ordre de 
plusieurs centaines de m²), rendant les coûts fixes extrêmement importants 
(plus de 90% de l’investissement annuel) En outre, les coûts de productions 
s’avèrent plus faibles (1.5 à 2 $ par kg) car, dans le cas de la biophotolyse, 
les substrats ne doivent pas y être apportés. Le couplage avec la dark 
fermentation augmente substantiellement les coûts de production (jusqu’à 3.5 
$ par kg) mais permet d’accélérer l’ensemble du procédé. 
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Cependant, l’utilisation du biohydrogène produit doit faire l’objet de toutes les 
attentions en vue d’être soit consommé (combustion avec le méthane, 
requérant une désulfurisation, ou utilisation en pile à combustible) ou injecté 
sur un réseau hydrogène (adaptation aux normes du réseau). Ces 
infrastructures supplémentaires engendrent des coûts et nécessitent surtout la 
commercialisation de ces structures de consommation d’hydrogène, ce qui 
sera, dans les années à venir, la barrière principale à l’application de ces 
technologies à grande échelle. 

4.3. La recherche fondamentale 
Outre les perspectives d’application des procédés de production d’hydrogène 
par voie microbiologique, la recherche fondamentale sur le sujet n’a pas à 
être laissée en reste. Quelques voies ont été explorées au cours de ce travail, 
mais de nombreux domaines sont encore à investiguer en profondeur. 

D’une part, l’utilisation des souches du genre Clostridium pour la production 
de biocarburant liquide fait l’objet de nombreuses recherches. En effet, placé 
en conditions de pH particulières, ce genre a la possibilité de réaliser la 
solvantogenèse, permettant la production d’éthanol ou de butanol. Ce dernier 
carburant liquide (une fois raffiné) présente un intérêt particulier au vu de sa 
haute densité énergétique en comparaison avec la plupart des carburants 
liquides (essence, diesel, éthanol, etc.). Cette voie de production est étudiée 
en particulier sur certaines souches telles que C. beijerinckii ou C. 
acetobutlyicum. 

D’autre part, les recherches approchant l’ingénierie métabolique et les outils 
biomoléculaires constituent également un large champ d’investigation qui 
pourrait permettre la compréhension de nombreux phénomènes biochimiques 
prenant place lors de la production d’hydrogène. D’une manière indirecte, 
cela permettrait donc d’améliorer la production d’hydrogène en observant, au 
plus près de la cellule, la manière dont celle-ci réagit à telle ou telle condition 
de fermentation. Ces différentes perspectives ont déjà été présentées dans le 
chapitre I. Il faut noter que plusieurs travaux ont été réalisés au laboratoire, 
notamment dans le cadre du projet MicroH2.  
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1. Conclusions 

La production de biohydrogène par voie microbiologique, et plus 
particulièrement par fermentation anaérobie, est, aujourd’hui, une technologie 
largement cantonnée au niveau du laboratoire. Plusieurs raisons pour 
expliquer cet état de fait ont été avancées dans ce manuscrit : les 
performances actuellement atteintes ne sembleraient pas suffisantes, le 
système énergétique actuel ne trouverait pas d’intérêt dans la production 
d’hydrogène, les coûts de production resteraient trop importants. Et pourtant, 
le biohydrogène est régulièrement cité comme l’un des moyens qui permettra, 
à l’avenir, une diversification de la production d’hydrogène et qui pourra être 
utilisé dans le traitement des eaux usées, notamment. Plus précisément, c’est 
aujourd’hui, en association avec d’autres procédés de production de 
bioénergie, que le biohydrogène serait le plus attractif et avantageux. Par 
exemple, la digestion anaérobie offrirait une grande complémentarité avec le 
biohydrogène, ce qui permettrait à la fois d’accélérer globalement le 
traitement des matières organiques et d’augmenter les rendements 
énergétiques, de par l’optimisation des deux étapes du procédé intégré 
(biométhane + biohydrogène). 

Les travaux présentés dans cette thèse ont contribué à l’étude de plusieurs 
voies d’optimalisation et d’application du bioprocédé, poursuivant l’objectif 
d’une application future à plus grande échelle. Ces travaux ont été réalisés en 
laboratoire et montrent une transition entre une approche fondamentale 
(cultures pures, optimisation des paramètres de culture et détermination des 
facteurs d’influence) et une approche plus appliquée (cultures mixtes, 
techniques de contrôle et de maintien de la production d’hydrogène sur le 
moyen et long terme, évolution vers des volumes plus importants). 

D’un point de vue fondamental, ces travaux ont abordé deux thèmes de 
recherches ayant tous les deux mené à une amélioration des performances de 
production de l’hydrogène. D’une part, l’effet inhibiteur de l’hydrogène sur sa 
propre production, même s’il avait déjà été cité dans la littérature scientifique 
à de nombreuses reprises, a pu être démontré et mis en relation avec les 
conditions de transfert massique et avec la concentration en hydrogène sous 
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forme dissoute. Un effet sur le métabolisme bactérien a été mis en avant, 
permettant ainsi une nette amélioration des rendements et, dans une moindre 
mesure, des productivités. Par la suite, ces résultats ont été mis en application 
dans un bioréacteur à biodisque. D’autre part, l’ajout en très faibles 
concentrations de nanoparticules métalliques encapsulées a montré une 
accélération de la production d’hydrogène. Les déductions tirées de ces 
recherches, concernant la structure, la concentration et la nature des 
nanoparticules, ont permis d’avancer plusieurs hypothèses concernant le 
mécanisme d’interaction entre microorganismes et particules solides. Ainsi, le 
transfert d’électrons issus du métabolisme de consommation de glucose serait 
facilité par l’intermédiaire de médiateurs redox permettant une accélération 
de la réaction au niveau des sites catalytiques des nanoparticules. Ces 
déductions restent néanmoins très théoriques et feront l’objet de plusieurs 
vérifications fondamentales et perspectives de recherches, ainsi que cela sera 
proposé plus tard. 

D’un point de vue appliqué, cette recherche s’est d’abord attardée sur le 
travail en culture mixte plutôt qu’en culture pure. Si cette dernière possède de 
nombreux avantages au niveau du laboratoire, le principal étant la 
reproductibilité des cultures et des résultats, la culture mixte est le seul type de 
fermentation envisageable à plus grande échelle pour des raisons pratiques 
évidentes. Cependant, le passage d’une seule souche bactérienne à une 
culture mixte n’est pas sans risque pour le maintien de la production 
d’hydrogène à moyen ou long terme. Par ailleurs, la souche Clostridium 
butyricum est particulièrement rapidement inhibée par l’oxygène et 
l’introduction de microorganismes aérobies facultatifs permettrait d’atteindre 
aisément les conditions d’anaérobiose requises pour la production 
d’hydrogène sans utilisation d’agent réducteur artificiel et coûteux. Les 
résultats ont montré que le passage d’une culture pure vers une culture mixte 
suite à une contamination opportuniste du milieu de culture a entraîné une 
diminution des rendements de conversion en hydrogène de 30 à 50%. Cela a 
été attribué à la consommation du substrat par les microorganismes non 
producteurs d’hydrogène. Cependant, les performances atteintes sont 
comparables aux résultats obtenus en cultures mixtes, publiés dans littérature 
scientifique, Par ailleurs, le maintien de la production d’hydrogène a été 
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réalisé sur plusieurs semaines de fermentation sans altération des 
performances après l’établissement de la culture mixte. Ensuite, un bioréacteur 
en fonctionnement continu a été testé sur le long terme, également en culture 
mixte. Ce réacteur à biodisque résulte, entre autres, des recherches sur 
l’hydrogène dissout présentées ci-dessus. Ce réacteur a montré un 
fonctionnement sur de longues périodes à de très hautes performances 
(productivités et rendements). Par ailleurs, l’analyse de la population 
microbienne a été réalisée afin de mettre en évidence le développement de 
plusieurs souches bactériennes productrices d’hydrogène fonctionnant en 
consortium dans le bioréacteur. Les travaux sur ce bioréacteur ont montré 
l’attention à porter au design d’un bioréacteur pour la production 
d’hydrogène en vue d’augmenter les performances. 

L’ensemble des résultats a permis des avancées significatives du bioprocédé 
pour évoluer vers une application à plus grande échelle. Ces recherches 
ouvrent également la voie à de nombreuses recherches et essais d’application 
faisant l’objet de perspectives présentées ci-dessous. 
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2. Perspectives 

Ces perspectives de recherches consistent en quelques pistes mises en lumière 
au cours de ces travaux de thèse. Elles abordent de nombreux thèmes, 
reflétant l’aspect multidisciplinaire que revêt ce sujet d’étude. Au niveau 
fondamental, de nombreuses zones d’ombre restent à investiguer, comme en 
témoignent les nombreux articles qui sont aujourd’hui publiés sur le sujet. Du 
point de vue pratique, la recherche devra évoluer vers une mise en oeuvre 
pratiques du procédé, en privilégiant probablement certaines pistes plus 
porteuses.  

Les perspectives mises en évidence dans la 2ème section (consacrée à l’étude 
des cultures mixtes et des substrats) sont énoncées ci-dessous.  

� L’étude des populations microbiennes productrices d’hydrogène 
constituent un vaste champ de recherches dont les techniques de 
caractérisation se multiplient. La méthode de sélection d’une 
population, mise en évidence dans ce travail, se basait sur une 
première étape en culture pure avant de laisser celle-ci être 
contaminée par des souches opportunistes. Cette technique devra faire 
l’objet d’une étude au niveau de la biologie moléculaire fin de pouvoir 
quantifier les populations en présence, mais aussi leur évolution dans 
le temps.  

� Le but sera de valider le maintien des souches productrices 
d’hydrogène, voire de sélectionner celles qui résistent le mieux aux 
changements imposés par l’arrivée d’autres microorganismes. Les 
techniques de qPCR et RT-qPCR pourront s’avérer d’une grande aide 
dans ce domaine. 

� Il faudra également étudier la réalisation et la méthode de 
conditionnement des starters de Clostridium qui pourraient servir de 
point de départ à une production d’hydrogène. Tout d’abord, il faudra 
définir les paramètres de culture pour augmenter la concentration 
cellulaire en vue de permettre la mise en œuvre des techniques de 
downstream processing (séchage, formulation, etc.) afin de réaliser 
des starters viables. Par ailleurs, leur efficacité devra être vérifiée en 
fonction des conditions utilisées. Enfin, la production demandera une 
étude de coûts, de rentabilité et de faisabilité.  
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� L’étude portant sur la diversification des sources de carbone pour la 
production d’hydrogène pourra être étendue en deux temps. D’une 
part, les substrats plus complexes (amidon, pentoses, composés 
cellulosiques) pourront être abordés en évoluant vers de la matière de 
plus en plus complexe. La sélection de microorganismes possédant les 
complexes enzymatiques nécessaires à la digestion de ces substrats 
pourra s’avérer nécessaire, de même que l’utilisation de méthodes de 
dégradation chimique ou enzymatique. D’autre part, les eaux usées 
pourront faire l’objet d’une attention particulière car elles concentrent 
de nombreuses sortes de substrats dans une même solution. Ces eaux 
pourront être synthétiques ou industrielles et permettront ainsi de 
proposer quelques pistes d’applications pour des industries en activité.  

� Les moyens de couplage avec d’autres technologies devront aussi faire 
l’objet d’une attention particulière, puisqu’il a été dit que, 
actuellement, le procédé de production de biohydrogène semble peu 
envisageable s’il n’est pas associé à un autre procédé bioénergétique. 
Au CWBI, cela peut notamment être envisagé en couplage avec la 
digestion anaérobie, le laboratoire possédant une certaine expérience 
en la matière. Par ailleurs, le projet MicroH2, bien que touchant à sa 
fin à la fin de l’année 2012, a mis en place une collaboration avec 
les laboratoires étudiant le biohydrogène photosynthétique, ce qui 
pourrait également faciliter le couplage avec cette technologie. 

� L’évaluation du prix de revient selon le système de production et le 
substrat envisagé devra également faire l’objet d’une étude complète 
afin de concrétiser la faisabilité économique du procédé et de 
proposer quelques recommandations en vue de le réaliser de la 
manière la plus efficace possible (choix de technologies, etc.). Par 
ailleurs, le procédé pourra aussi faire l’objet d’une étude 
environnementale en comparaison avec d’autres moyens de 
production et/ou de traitement des eaux usées, via des outils tels que 
l’analyse par cycles de vie (LCA), par exemple. 

� Enfin, le bioprocédé envisagé devra être soumis à un scaling-up afin 
pour vérifier la tenue des performances sur de grands volumes (échelle 
pilote). Au CWBI, cela est par exemple envisagé dans un bioréacteur 
de 650 L à cuve agitée alimenté en mode SBR. La réalisation pratique 
demandera néanmoins d’adapter les moyens de mesure du biogaz 
produit, de pratiquer le contrôle de la température et de l’agitation, 
etc. 
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Dans la 3ème section, portant sur l’effet inhibiteur de l’hydrogène sur sa propre 
production et l’application de cette étude sur le réacteur à biodisque, les 
perspectives avancées portent principalement sur une certaine continuité avec 
la démarche qui a été suivie pour la conception et la mise en œuvre de ce 
réacteur original. 

� Le réacteur à biodisque (AnBdR) a permis le développement d’un 
biofilm sur la surface du cylindre rotatif, permettant par ce biais une 
fixation de la biomasse. L’étude de la formation du biofilm pourrait 
constituer un sujet d’étude à part entière, afin d’éventuellement 
envisager d’autres moyens de fixation de la biomasse ou d’optimiser 
les supports d’immobilisation. Par ailleurs, la répartition dans l’espace 
de la biomasse fixée pourrait faire l’objet d’études, tel que cela est 
envisagé par Julien Masset au CWBI dans ses travaux de thèse (en 
cours), notamment via l’application de techniques biomoléculaires 
telles que l’imagerie FISH. 

� Par ailleurs, le design d’un bioréacteur, qui prendrait en compte 
l’importance du transfert massique mais qui présenterait une géométrie 
plus conventionnelle (et dès lors envisageable à plus grande échelle), 
pourra être réalisé. Une idée serait, par exemple, d’utiliser un lit fixe 
arrosé, permettant à la fois la fixation de la biomasse et un échange 
liquide-gaz optimisé par une grande surface d’échange.  

� Le réacteur à biodisque, mais aussi tout nouveau bioréacteur qui 
verrait le jour, devrait faire l’objet d’applications ou d’adaptations des 
modèles mathématiques utilisés pour la description de la digestion 
anaérobie. Le modèle ADM-1, présenté par l’IWA, pourrait par 
exemple servir de base de travail. Le paramètre de l’hydrogène 
dissout devrait aussi être intégré au modèle afin de permettre, d’une 
part, la description des phénomènes influençant la production et, 
d’autre part, la prédiction des résultats attendus dans telle ou telle 
condition.  

� Au niveau biomoléculaire, les outils développés par Magdalena 
Calusinska et Christopher Hamilton dans leur thèse respective, 
pourraient être utilisés pour suivre quantitativement l’expression 
enzymatique des hydrogénases en fonction de la concentration en 
hydrogène dissout. Des résultats très prometteurs sont en effet à 
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chercher dans cette voie au vu de ceux qui ont déjà été mis en 
évidence dans les travaux de ces auteurs. 

Enfin, comme cela a déjà été avancé, la 4ème section ouvre la voie à de 
nombreuses recherches futures et domaines d’applications : 

� Tout d’abord, les hypothèses avancées concernant les mécanismes 
d’interaction des nanoparticules avec les microorganismes devront être 
investiguées : recherche des médiateurs chimiques et suivi des flux 
d’électrons. Par ailleurs, l’effet de la nature du métal utilisé, de la 
quantité, de la mise en forme du catalyseur, pourra faire l’objet 
d’études complètes afin de distinguer et de préciser les différents 
phénomènes prenant place dans ces interactions. 

� Les effets positifs des nanoparticules sur des microorganismes pourront 
être envisagés dans d’autres domaines de recherches : les MFC, la 
bioremédiation des sols, la méthanisation. En effet, ces différentes 
technologies environnementales font également intervenir des transferts 
d’électrons issus du métabolisme bactérien vers des molécules ou 
électrodes. Dans ces domaines aussi, les nanoparticules pourraient 
montrer des effets d’amélioration des mécanismes de transfert 
électronique. Cependant, l’utilisation des nanoparticules dans des 
procédés environnementaux devra également faire l’objet d’une 
attention particulière afin de ne pas engendrer de nouveaux 
problèmes dus à l’utilisation des ces particules aux propriétés encore 
largement insoupçonnées.  
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manuels et bricolage domestique, cuisine, œnologie, jardinage. 
- Excellentes capacités de concentration, de rédaction (scientifique et vulgarisation, en français et en anglais), 

d’apprentissage et d’adaptation à toutes situations.  

LISTE DES PUBLICATIONS, PARTICIPATION À DES CONGRÈS, … 

Ensemble des publications à trouver sur http://orbi.ulg.ac.be =>  Feuilleter par auteur => Laurent Beckers 
 6 publications scientifiques dans des revues internationales « peer-reviewed » 
 7 communications en congrès à portée internationale 
 6 communications en congrès à portée nationale  
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