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De nombreux micro-organismes ont la capacité de produire de ’hydro-gene. Pour plusieurs especes de bactéries fermentaires, la production
d’hydrogéne permet d’extraire de I'énergie & partir de composés organiques, en 'absence de substrats respiratoires tels que 'oxygeéne. Ainsi,
ce sont les protons en solution dans le milieu intracellulaire qui servent d’accepteurs d’électrons pour la réoxydation de cofacteurs nécessaires
a la métabolisation des composés organiques. Chez certains micro-organismes photosynthétiques, ces voies de fermentation sont également
présentes ; de surcroit, I'énergie solaire peut stimuler la production d’hydrogene, soit a partir de matiére orga-nique dans le cas de bactéries
photosynthétiques anoxygéniques (on parle alors de « photofermentation »), soit a partir d’eau dans le cas de certaines cyanobactéries et
microalgues (biophotolyse de I'eau)..Ces différents modes de production microbienne ont des applications potentielles, mais leur mise en
oeuvre se heurte a différents types de verrous biologiques et technologiques, dont la nature dépend des caractéristiques des micro-organismes
considérés. La synthése d’hydrogéne couplée a la photosynthése oxygénique permet d’envisager des modes de production propres et
renouvelables, utilisant 'eau et I’énergie solaire comme principales ressources. Mais la sensibilité des enzymes productrices d’hydrogene a
I'oxygéne constitue une limitation majeure a I’élaboration de procédés reposant sur ce principe. Des stratégies d’ingénierie diverses, aux
niveaux enzymatique, métabolique et a celui du procédé, doivent étre développées pour assurer des modes pérennes de production d’'H2 par
ces processus. La mise en oeuvre de la production d’hydrogene a partir de micro-organismes photosynthétiques est réalisée dans des
dispositifs appelés « photobioréacteurs », dans lesquels on cherche a optimiser les conditions de production. Pour le cas des microalgues, le
procédé de production d’hydrogeéne, du fait de la succession de phases oxygéniques et anoxiques, peut étre réalisé dans deux
photobioréacteurs différents ou dans un seul, soit en utilisant un controéle strict des nutriments et de la lumiere regue, soit en fixant les

microalgues sur des supports de maniére & changer aisément le milieu de culture.

1.1 Données générales

1.1.1 Enzymes de production d'H,

Une premiere famille d’enzymes capables de produire (ou de
consommer) de I'hydrogéne chez les micro-organismes est
constituée par les hydrogénases [1]. La réaction catalysée
[équation (1)] est I'une des plus simples que I'on puisse imaginer :

H, ©2 H+ +2e- (1)

Cette réaction est catalysée par un site métallique; selon la
composition de ce site, on distingue trois grandes classes
d’hydrogénases : hydrogénases a [FeFe], a [NiFe] ou a [Fe]. Seules
les deux premiéres sont intéressantes pour I'objet de cet article :
en effet, les hydrogénases a [Fe] catalysent spécifiqguement
I'hydruration d'un cofacteur et ne sont pas vraiment utilisables
dans des procédés de production. Les hydrogénases sont géné-
ralement inhibées par I'oxygéne. Les hydrogénases a [FeFe] pré-
sentent des activités spécifiques supérieures a celles des
hydrogenases a [NiFe] (de I'ordre 1 000 pmol - H, - min~1 - mg pro-
téine™" contre 10 & 100 umol H, - min~' - mg protéine™), mais sont
beaucoup plus sensibles a I’0,.

Les échanges d’électrons catalysés par les hydrogénases
peuvent avoir lieu avec différents donneurs/accepteurs. Dans le
sens de la production, il s’agit essentiellement soit de NAD(P)H,
soit de ferrédoxines, soit de sous-unités homologues de ferré-
doxines lorsque ces hydrogénases sont liées a des complexes
comme la formate-hydrogene lyase ou la CO déshydrogénase [1].

La réaction (1) étant réversible, son fonctionnement dans le sens
de la production ou de la consommation d'H, va grandement
dépendre, d'une part, du potentiel électrochimique du couple don-
neur/accepteur servant de substrat a I'enzyme et, d’autre part, de
la teneur en H, du milieu. Elles sont en effet inhibées par I'accu-
mulation de I'H,, ce qui a son importance pour la mise en ceuvre
pratique de procédés basés sur ces enzymes.

La deuxieme classe d’enzymes capable de produire, mais non de
consommer, de I’hydrogene est celle des nitrogénases [2], qui réa-
lisent la fixation d’azote atmosphérique [équation (2)] :

N, +(6+2n) Ht +(6+2n) e~ + p(6+2n) ATP

2
=2 NHz +nH, + p (6+2n) ADP + p (6+2n) Pi (2

ou n représente le nombre de molécules d'H, couplées a la
réduction d'une molécule de N, (n =1 et p le nombre de molé-
cules d’ATP hydrolysées par électron transféré (p = 2).

Ces enzymes présentent également un site actif a cofacteur
métallique, dont le type de métal peut varier. Typiquement le cas
ou n=1, p=2) est représenté par les Mo-nitrogénases qui sont
également les plus courantes [équation (3)] :

N, +8 H* +8e~+16 ATP =2 NH3+ H, +16 ADP+16Pi (3)

Les Fe- et V-nitrogénases ont des besoins en ATP supérieurs,
mais présentent également un rapport H, produit/N, fixé supé-
rieur, ce qui peut constituer un avantage dans le cadre de procé-
dés de bioproduction d'H,.

Les nitrogénases peuvent également fonctionner en I'absence
d'azote ou dans des conditions physiologiques ou la production
d'H, est découplée de la fixation [2] [3]; dans ce cas, elles se
comportent en quelque sorte comme des hydrogénases
ATP-dépendantes [équation (4)] :

2 H* +2e- +4 ATP = H,+4 ADP+4Pi (4)

A noter que si ces enzymes ont en général des activités spéci-
fiques faibles (un ordre de grandeur en dessous de celle des
hydrogénases a [NiFe]), la production d'H, qu’elles catalysent est
irréversible ; elles peuvent donc fonctionner a fortes teneurs en Hs.
Elles sont également inhibées par I'oxygéne, méme a tres faible
teneur.

1.1.2 Voies de production d'H,
chez les micro-organismes
photosynthétiques

En conditions anaérobies, en I'absence d’accepteurs d’électrons
respiratoires, les protons peuvent servir d'accepteurs d’électrons,
et leur réduction en H, contribue a la réoxydation de cofacteurs
nécessaires au métabolisme et permet ainsi la synthese d'énergie
chimique (ATP) nécessaire au soutien des différentes fonctions
cellulaires. A I'obscurité, les enzymes catalysant cette production
d'H,, les voies métaboliques mises en ceuvre et leurs limitations
sont similaires chez les micro-organismes photosynthétiques et
chez certains micro-organismes non photosynthétiques. Il est donc
possible de produire de I'H, a l'obscurité en utilisant des
micro-organismes photosynthétiques pour fermenter des substrats
endogenes ou exogénes. On se retrouve alors conceptuellement
dans le méme cas de figure que celui décrit dans I'article Pro-
duction de biohydrogéne : voie fermentaire sombre [BIO 3 351]. A
noter toutefois que les organismes photosynthétiques ne sont pas



tres efficaces dans ce type de procédé, et c’est plutét dans I'inte-
raction de leurs capacités photosynthétiques avec les voies
fermentaires que résident leurs applications potentielles.

Les bactéries photosynthétiques constituent plusieurs familles
dont certaines sont capables de produire de I'H,. Contrairement
aux algues ou aux plantes supérieures, elles ne produisent pas
d’'O, a la lumiére car elles n‘oxydent pas I'eau comme source
d’électrons, mais des substrats organiques. Chez ces micro-orga-
nismes, on trouve des hydrogénases, mais la majorité de la pro-
duction d’'H, est catalysée par la nitrogénase. Cette enzyme est
produite en quantité importante dans certaines souches telles que
Rhodobacter capsulatus, conduisant a des productions d'H, relati-
vement élevées (jusqu’a 120 mL Hy/h/L de culture). De nombreux
substrats organiques peuvent étre utilisés, comme ceux qui sont
présents dans les déchets des procédés agroalimentaires. Grace a
leur systéeme photosynthétique, elles sont capables d’extraire de
I'H, & partir d’acides organiques tels que I'acétate qui constituent
les résidus ultimes de la fermentation a I'obscurité. L'utilisation
d’énergie lumineuse leur permet de les oxyder tout en donnant un
« coup de pouce » thermodynamique pour amener les électrons a
un potentiel compatible avec la production d'H,. Cependant un
effort de recherche est a développer pour améliorer I'efficacité de
la production d'H, a partir de substrats plus difficilement métaboli-
sés par ces organismes et qui sont souvent présents dans les res-
sources disponibles.

Certaines cyanobactéries et microalgues possedent une hydro-
génase capable d’accepter des électrons depuis la chaine photo-
synthétique « oxygénique ». Il existe également des cyanobactéries
capables de fixer I'azote atmosphérique, et possédant donc une
nitrogénase. Ces différentes espéces présentent ainsi une produc-
tion d'H, a la lumiére, qui est toutefois fugace car elle est inhibée
rapidement en raison de l'inactivation de I'hydrogénase par |'oxy-
gene produit par la photosynthése par I'oxydation de I'eau au
niveau du photosysteme II (PSII).

Pour obtenir une production durable d'H,, il est donc néces-
saire soit de modifier I'enzyme (hydrogénase ou nitrogénase)
pour la rendre insensible a I'0O,, soit de séparer physiquement
ou temporellement les réactions productrices d'H, de celles
qui produisent de I'O,.

1.1.3 Conversion biologique d’énergie solaire

La fermentation a I'obscurité est le bioprocédé théoriquement le
plus simple a mettre en ceuvre et celui qui donne de fait, avec cer-
taines bactéries comme les clostridies, les plus forts rendements
volumétriques (environ 1 L Ho/h/L de culture), cependant, comme il
a été exposé dans l'article [BIO 3 351], il est limité de maniere ther-
modynamique en termes de conversion du substrat a environ 1/3
de H, potentiellement extractible (soit 4H, par molécule de glu-
cose), le reste du pouvoir réducteur étant dissipé sous forme d’aci-
des organiques qui constituent les sous-produits de la réaction. De
plus, en pratique les rendements se situent plutét entre 1 et
2H,/équivalent glucose (lors de la fermentation, d’autres substrats
que les protons peuvent accepter les électrons, par exemple les
aldéhydes dont la réduction conduit a la formation d’alcools,
d’autres réactions cellulaires de maintien et de croissance
consomment du pouvoir réducteur, etc.). Méme s'il s'agit d'un pro-
cédé se déroulant a l'obscurité, il est possible au cas par cas de
calculer de maniere globale un rendement associé de conversion
de I'énergie solaire. En effet, la biomasse végétale est un produit
de la photosynthése : avec des rendements moyens de I'ordre de
la dizaine de tonnes par ha et par an, le rendement de conversion
de I'énergie solaire en biomasse est de I'ordre de 0,5 a 1 %. Ce ren-
dement est a multiplier par la fraction d’énergie de la biomasse
extractible sous forme d'H, par le procédé considéré (1/3 au
mieux). Ainsi, si la fermentation de biomasse a |I'obscurité est de
loin le bioprocédé permettant la plus forte densité volumique de

production d'H,, elle ne peut pas étre considérée a elle seule
comme un moyen efficace de convertir de maniere dédiée I'éner-
gie solaire en H, a grande échelle. Elle reste néanmoins locale-
ment une voie potentiellement efficace de production d'H, lorsque
I'on se trouve dans des configurations ou de la biomasse est loca-
lement disponible (résidus agricoles, déchets organiques, etc.).

Les organismes photosynthétiques utilisent, quant a eux, le
rayonnement solaire en fonction de leur composition pigmentaire,
dans une gamme allant du proche ultraviolet (environ 340 nm) au
proche infrarouge (environ 700-730 nm chez les organismes a
photosynthése oxygénique, 800-900 nm chez certaines bactéries
photosynthétiques). Cette partie du flux solaire correspond a
environ la moitié de I'énergie incidente. Celle-ci est captée de
maniére plus ou moins efficace par les pigments photosynthé-
tiques, qui souvent occupent des « niches » complémentaires :
ainsi, les chlorophylles ont des pics d’absorption dans les bleu-vio-
let et le rouge (infrarouge pour certaines bactériochlorophylles),
les caroténoides dans le bleu et bleu-vert, tandis que les phycobi-
lines des cyanobactéries présentent, suivant leur nature, des pics
d'absorption dans le jaune-orangé ou le vert. Cela a d’ailleurs
amené certains auteurs a proposer que des micro-organismes aux
propriétés optiques différentes pourraient étre associés pour une
exploitation optimale du flux solaire [4].

Le rendement théorique maximal de conversion de I'énergie
lumineuse en H, va dépendre :

—de la fraction utile du rayonnement incident ;

—du nombre de photons nécessaires en moyenne, en tenant
compte des spécificités métaboliques et du procédé utilisé, pour
produire un nombre donné de molécules d'H, ;

—des rendements optimaux des processus photochimiques et
des longueurs d’ondes utilisables ;

— de l'efficacité des voies métaboliques mises en ceuvre.

Pour les procédés photofermentaires, en supposant que |'on
puisse se placer en situation ou l'utilisation d’énergie pour la crois-
sance ou la maintenance cellulaire est négligeable, on calcule un
rendement théorique maximal de conversion de |'énergie solaire
d’environ 10 % [5]. Cela ne prend évidemment pas en compte
I"énergie solaire qui a été nécessaire a la production du substrat, et
la encore les applications potentielles se situent plutét au niveau
de I'exploitation de matiere organique disponible. Cependant, on
peut facilement donner un ordre de grandeur de ce que serait un
rendement global intégrant la part biomasse. Prenons par exemple
I'hypothése d’une culture végétale que I'on souhaiterait dédier a la
production d’hydrogene, avec un rendement de production de
biomasse de 1 %, et une conversion la plus compléete possible en
hydrogéne en associant fermentation obscure et photofermen-
tation. Un rendement de photofermentation de 10 % signifie
qu’une surface correspondant en gros au dixieme de celle de la
culture serait a mobiliser pour la conversion en H, des acides
organiques issus de la premiere étape de fermentation obscure
(réalisable, quant a elle, sur une surface négligeable). Le rende-
ment maximal global pourrait donc approcher les 0,9 %... a
condition que les dépenses énergétiques du procédé proprement
dit soient négligeables.

Dans le cas des procédés basés sur |'oxydation de I'eau, I'effica-
cité théorique de la conversion biologique de I'énergie solaire en
H, est aussi de I'ordre de 10 %, rendements qui sont approchés de
maniére transitoire en laboratoire. Mais a la différence des cas
précédents, il s'agit de rendements applicables de maniére directe
(énergie de combustion de I'H, produit/énergie solaire incidente),
car ils ne nécessitent pas d’apport exogéne de biomasse. En effet,
on peut imaginer une situation idéale ou les microalgues ou cya-
nobactéries, sans croissance, joueraient comme un catalyseur sta-
bilisé, dont le substrat pour la production d’'H, est directement
I'eau. Cependant, dans I'état actuel des connaissances et des
procédés disponibles, la production d'H, a long terme
(« pseudo-permanente ») s’effectue avec des rendements de
I'ordre de 0,5 @ 1% au mieux par rapport a I'énergie lumineuse



incidente [4] [6], ce qui peut apparaitre relativement intéressant
puisque I'on se situe d’ores et déja au-dela de ce que I'on pourrait
réaliser par la fermentation de biomasse terrestre... mais avec un
colt bien supérieur. Un effort de recherche est donc important
pour améliorer la capacité réelle de production de ces organismes,
par exemple en modifiant le métabolisme carboné ou en amélio-
rant la tolérance a I'oxygéne des hydrogénases. Dans le méme
temps, des progres sont a réaliser pour la conception de photobio-
réacteurs adaptés a ce type de production, procédés également
développés par ailleurs pour la valorisation de la biomasse
produite sous forme de composés a haute valeur ajoutée comme
les caroténoides, ou de sources d’énergie complémentaires
comme les biolipides et la biomasse résiduelle elle-méme, fermen-
tescible par méthanogenése.

Quelques ordres de grandeur

Au niveau du globe, I'énergie solaire recue représente
environ 10 000 fois I’énergie consommée par les activités
humaines.

Pour un pays comme la France, I'énergie solaire incidente
est de I'ordre de 1 & 2 TWh/km?2,

La consommation d’énergie pour les transports est de
I'ordre de 500 TWh/an.

L'ordre de grandeur pertinent pour qu’un procédé solaire
ayant un rendement de 10 % occupe une place majeure dans
le mix énergétique est donc le millier de km?2 (1/500° de la
surface du territoire), ce qui dimensionne I'espace a mobiliser
et les colts maximaux a mettre en ceuvre par unité de surface.

Les projections économiques sont différentes si I'on
considere des emplacements particuliers ou des marchés de
niche ou la valorisation de I'activité n’est pas uniquement de
type énergétique.

1.2 Production d’hydrogéne
« photofermentaire »
par les bactéries a photosynthése
anoxygénique

1.2.1 Processus biologiques

Chez les bactéries photosynthétiques, I'absorption de lumiere
conduit a un transfert cyclique d’électrons créant un gradient de
protons et donc permettant la synthése d’ATP. Les bactéries photo-
synthétiques qui ont été les plus étudiées pour la production d'H,
sont les bactéries pourpres ; elles présentent un potentiel intéres-
sant pour la production d’hydrogene, et le fait qu‘il ne soit pas asso-
cié a une production d’oxygene le rend assez aisé a mettre en
ceuvre [7] [8]. Elles oxydent divers substrats organiques (acides
organiques, sucres principalement) et pour certaines d’entre elles
des substrats inorganiques comme szogf, H,S, Fe2+ [9] [10] pour
produire au bout du compte biomasse, H, et CO,. Pour la produc-
tion d’H,, une partie des électrons issus de |'oxydation de ces subs-
trats est injectée au niveau de transporteurs de la chaine
photosynthétique (figure 1a) ou le gradient électrochimique créé
par le transfert cyclique d’électrons permet, directement ou via la
synthese d’ATP, la réduction de composés tres électronégatifs
comme la ferrédoxine, par un mécanisme qui n’est pas encore
entierement compris. En conditions favorables, la ferrédoxine
réduite et I'’ATP ainsi produits permettent d’alimenter une nitrogé-
nase. On peut théoriquement approcher les rendements maximaux
de conversion de substrats organiques en H, pour des cellules sans
croissance ou du moins pour lesquelles l'investissement énergéti-
que dans les phénomenes liés a la croissance et a la maintenance
sont négligeables par rapport au flux de substrat (cellules en phase

stationnaire, ou immobilisées dans des matrices, par exemple) [5].
Comme pour tout photoprocédé, la performance reste dépendante
des conditions de transfert de lumiére qui doivent étre optimisées
pour approcher des rendements optimaux (paragraphe 2).

1.2.2 Diversité des substrats organiques
utilisables

De maniere intéressante, cette activité photosynthétique permet
d’attaquer des résidus qui ne sont pas ou sont difficilement métabo-
lisables par voie fermentaire anoxygénique a I'obscurité. Ces bacté-
ries photosynthétiques peuvent donc utiliser des produits de
fermentation trouvés dans des déchets agricoles ou de I'industrie
agroalimentaire (comme |'acétate et le butyrate). Certaines peuvent
également utiliser des sources glucidiques, ou comme
Rhodopseudomonas palustris des composés aromatiques (par
exemple, des monomeres de lignine). Au bout du compte, pour des
applications dans le domaine de la production d'H,, c’est dans le
couplage avec des procédés fermentaires a I'obscurité que I'intérét
des photofermentations apparait le plus évident. En effet, les procé-
dés fermentaires a I'obscurité produisent essentiellement des
acides organiques comme résidus, et c’est précisément le type de
substrat préférentiel des bactéries photosynthétiques. C'est
d’ailleurs I'objet de plusieurs projets au niveau national et européen
(par exemple, le projet HYVOLUTION, en lien a la fin de I'article).

1.2.3 Verrous biologiques et perspectives
d’optimisation des souches

La difficulté de I'optimisation de ce type de processus est qu’il
doit viser a améliorer simultanément le rendement de conversion
du substrat (moles d'H, produites par mole de substrat métabo-
lisé) et le rendement de conversion de I'énergie lumineuse (afin de
minimiser les surfaces a mobiliser). Un premier type de verrou est
trés général et inhérent aux systémes biologiques. En effet, le
métabolisme n’est pas naturellement orienté vers I'exportation
massive d'H, qui apparait plutdt comme un « gaspillage » énergé-
tique, mais plutét pour des fonctions essentielles a la survie des
espéces comme la division, la maintenance, la réponse aux stress,
etc. Des réactions entrant en compétition avec la production d’'H,,
en tout premier lieu celles qui consomment (recyclent) I'H, via des
hydrogénases « uptake », peuvent étre inactivées ou diminuées
pour stimuler la production [11] [12]. L'utilisation de cellules stabi-
lisées, agissant comme des biocatalyseurs et donc ne se divisant
pas, peut également permettre d’optimiser le flux d’énergie vers
I'H, ; pour cela, les cultures peuvent étre, soit utilisées a |'état
stationnaire, soit immobilisées, par exemple dans des matrices
latex [13] ou des billes d’alginate, soit bloquées au niveau de leur
division par un controle génétique, chimique ou nutritionnel. A
terme, une reprogrammation métabolique contrdlée, qui peut
passer par des approches combinées de sélection et de génie
génétique, tout en prenant en compte les spécificités du systéeme
de production, devra également étre mise en ceuvre pour
optimiser les performances des souches.

Intéressons-nous maintenant aux catalyseurs de la production
d'H,. Malgré le turnover faible des nitrogénases par rapport aux
hydrogénases, les rendements en conditions de production en H,
sont en général au moins du méme ordre, et supérieurs a long
terme aux rendements photosynthétiques de systémes basés sur
des hydrogénases [4], une des raisons pourrait étre la non-réversi-
bilit¢ de ces enzymes, une autre le fait que l'activité des cataly-
seurs terminaux de la production d'H, ne constitue pas le facteur
limitant en I"état actuel pour ces processus. De méme, le besoin en
ATP de la production d'H, par la nitrogénase n’est en général pas
considéré comme un obstacle dans la mesure ou celui-ci est
produit par I"activité photosynthétique et le flux solaire est généra-
lement suffisant par rapport au potentiel de production des
cultures. Cependant, avec des systémes plus efficaces (un métabo-
lisme optimisé pour la production d'H,), ce point risque de
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Nota : concernant les transferts cycliques, ces derniers ont toutefois un impact sur le processus car ils induisent en général un transfert de protons
et donc la production d’ATP.

Figure 1 - Schéma comparatif des voies de transfert d’électrons chez les principaux micro-organismes photosynthétiques étudiés pour leurs
capacités de production d’H, [pour (c) et (d), I’épaisseur relative des fleches traduit le sens thermodynamiquement favorable pour la réaction,
ainsi pour le cas des cyanobactéries, la production nécessite une forte réduction du pool de NAD(P)]

diminuer le rendement quantique de conversion de I'énergie lumi- - en modifiant la nitrogénase par génie génétique [14] ;

neuse et donc de constituer a terme une limite pour la production —de maniere plus prospective, en introduisant des hydro-

d'H,. C’est pourquoi une limitation du rapport ATP nécessaire/H, génases efficaces dans le sens de la production d'H,, comme la

produit par I'enzyme est souhaitable ; celui-ci peut étre obtenu de formate-hydrogenlyase ou la CO-déshydrogénase [4].

différentes fagons : L'abondance du catalyseur risque également de devenir un
—en découplant production H, et fixation de N, (cela peut étre facteur limitant. C'est particulierement le cas pour la nitrogénase,

obtenu en présence d'une atmosphere sans azote, dans certaines qui est une enzyme dont la synthése est coliteuse pour la cellule et

conditions physiologiques comme la limitation en CO, ou I'exces qui est généralement réprimée dans les conditions ou elle n’est

de lumiere [3] [6]) ; pas nécessaire a la survie cellulaire, c'est-a-dire en présence



d’ammonium. Si cette contrainte peut étre surmontée dans des
conditions de laboratoire ou I'on maitrise complétement I"apport
en nutriments, cela est beaucoup plus difficile dans le contexte de
I'utilisation de substrats « réels », d’ou la recherche de souches
mutantes ou la synthése de l'enzyme n’est pas régulée par
I"'ammonium [15] [16].

1.3 Production d’hydrogéne
par les organismes a photosynthése
oxygénique

Une potentialité plus grande en matiére de disponibilité de subs-
trat est offerte par les organismes a photosynthése oxygénique
(microalgues, cyanobactéries) : ceux-ci tirant les électrons de I'oxy-
dation de I'eau, ils permettent d’accéder a une source quasi inépui-
sable pour la production d'H,. Mais dans ce cas, le probleme de la
sensibilité a I'0O, des catalyseurs de la production d'H, devient cru-
cial. Le rendement quantique maximal de ce systéeme est de
4 photons/H, : pour oxyder une molécule d’eau et tirer deux élec-
trons au niveau du PSII, deux photons sont nécessaires (deux
séparations de charges), ensuite deux autres séparations de
charges sont nécessaires, au niveau du PSI, pour amener ces élec-
trons a un potentiel compatible avec la réduction d'H, (réduction
de Fd ou NADPH, figure 1).

1.3.1 Cyanobactéries

1.3.1.1 Production via I’hydrogénase

Chez les cyanobactéries, il existe deux types d’hydrogénases :
des hydrogénases fonctionnant uniquement dans le sens de la
prise d'H, et la réduction de quinones (type Hup pour « hydrogen
uptake ») et des hydrogénases réversibles possédant un module
diaphorase couplant I'oxydoréduction de I'H, a celle du NAD(P)H
(type Hox pour « hydrogen oxidoreduction »). Ces derniéres sont
celles utilisables pour la production d'H, (figure 1¢). Cependant, le
potentiel du couple NADH/NAD* étant plus élevé (de 100 mV
environ) que celui du couple Hy/H*, la production d'H, nécessite
pour s'établir que le substrat soit extrémement réduit. En fait, ther-
modynamiquement la prise d'H, est nettement favorisée et la pro-
duction d’H, par des cyanobactéries possédant cette enzyme est
trés faible (du moins chez les souches de type sauvage).

L'ingénierie métabolique est donc cruciale pour obtenir une pho-
toproduction d'H, significative par ce systeme. A titre d’exemple, il
a été démontré que la suppression de I'activité NAD(P)H déshydro-
génase, qui induit une forte réduction des pools de NAD et NADP
chez la bactérie Synechocystis PCC6803, tout en limitant fortement
la prise de CO,, permettait, en réduisant fortement deux voies
compétitrices de I'hydrogénase, de stimuler considérablement la
photoproduction d’'H, [17].

L'hydrogénase elle-méme peut étre modifiée afin d’étre mieux
adaptée aux contraintes de la production d'H,, et notamment la
tolérance a I'0O,. En effet, il a été découvert parmi les hydrogé-
nases a [NiFe] des enzymes tolérantes a I'0O,, ce qui a fondé
I'hypothése qu’il était envisageable, par une approche de mutage-
nése dirigée reposant sur l'analyse structurale de ces enzymes,
d’améliorer la tolérance a I'O, des hydrogénases a [NiFe] [18].
Cette approche a obtenu des succés récents [19], cependant elle
reste a transposer dans le cas d’enzymes cyanobactériennes.

1.3.1.2 Production via la nitrogénase

Certaines cyanobactéries possédent également une nitrogénase
(figure 1). Cela est particulierement intéressant dans le cas des
cyanobactéries filamenteuses. Chez celles-ci, la nitrogénase est
localisée dans les hétérocystes, cellules spécialisées exemptes de
PSII dans lesquelles la tension d’'O, est suffisamment faible pour
permettre le fonctionnement de ces enzymes.

Parmi les systemes reposant sur la photosynthése oxygénique,
les plus simples a mettre en ceuvre sont indubitablement ceux
reposant sur ces cyanobactéries filamenteuses, les hétérocystes
constituant un « micro-photobioréacteur » naturellement protégé
de l'interaction avec 'O, et permettant une séparation spatiale
entre activité photosynthétique et production d'H, [20]. Mais le
plus souvent se trouvent également dans les hétérocystes des
hydrogénases de type « Hup » qui recyclent I'H, produit par les
nitrogénases et minimisent I’'H, dégagé. Il a été montré que la sup-
pression de cette hydrogénase permet de stimuler de maniére
durable la production d’H, par ce systeme [6] [21].

Une autre piste d’amélioration est actuellement explorée par plu-
sieurs équipes : la nitrogénase étant une enzyme peu efficace et
« énergivore », il est tentant de chercher dans quelle mesure on
pourrait lui substituer une hydrogénase productrice d'H, (ferrédo-
xine-dépendante par exemple) au sein des hétérocystes. Cette
approche présente toutefois de nombreuses difficultés : expression
hétérologue, adressage ciblé, maitrise de I'expression enzymatique,
etc. qui nécessiteront, pour étre résolues, des avancées significa-
tives dans la compréhension fondamentale de la biologie de ces
organismes.

1.3.2 Microalgues

1.3.2.1 Principaux mécanismes de production d’hydrogéne
et protocoles associés

Nous développons ici un peu plus en détail le cas des microalgues
qui sera I'objet principal du paragraphe suivant consacré aux appro-
ches de génie des procédés pour la photobioproduction d'H,.

La production d’hydrogéene par des microalgues a été observée
pour la premiére fois par une équipe de I'université de Chicago en
1942 [22] chez l'espéce Scenedesmus obliquus. Aprés une
adaptation d’'une suspension d’algues a I'obscurité pendant deux
heures, amenant a I'anoxie, une production transitoire d’hydrogene
est observée lorsque la suspension est soumise a un flux lumineux
incident. La production a la lumiére a depuis été observée chez diffé-
rentes algues vertes comme Chlorella pyrenoidosa [23] ou encore
Chlamydomonas reinhardtii [24] qui est une algue modeéle large-
ment utilisée pour étudier la photobioproduction d’hydrogene.

Il est aujourd’hui connu que deux voies métaboliques sont
mises en ceuvre, selon l'origine des électrons impliqués dans la
réduction des protons en hydrogéne (figure 1d).

Dans la premiere, les électrons sont issus directement de
I'oxydation de I'eau, ceux-ci étant acheminés via le photosysteme
II (PSII - lieu de la photolyse) et le photosysteme I (PSI) jusqu’a la
ferrédoxine qui est le donneur de I’'hydrogénase [25]. Cette voie de
production est appelée « voie PSII dépendante ».

Une autre voie métabolique de production d’hydrogéne
implique la dégradation d'un substrat endogéene (principalement
I'amidon et les protéines du chloroplaste [26] [27] [28]). L'injection
des électrons dans la chaine photosynthétique se fait entre les
deux photosystémes, au niveau du pool de plastoquinone [29],
notamment via une NADH déshydrogénase de type 2 [30]. Cette
voie métabolique, appelée « voie PSII indépendante » peut étre
mise en évidence par la présence d'un inhibiteur du PSII tel que le
DCMU, une production d’hydrogéne étant alors toujours possible
aprés ajout de l'inhibiteur.

Dans les conditions naturelles, la photoproduction d’hydrogéne
est transitoire et ne dure pas plus de quelques secondes a
quelques minutes. Ce phénomeéne est da a l'inhibition du proces-
sus par lI'oxygene, produit par la photosynthése. L'oxygéne inhibe
fortement et irréversiblement I’hydrogénase algale, qui est de type
[FeFe] [31] de méme que I'expression de son géne [32]. La
production d’hydrogéne n’est donc possible qu’en absence stricte
d’oxygene. Cela constitue un verrou majeur a I'obtention d'une
production soutenue d’hydrogéne d’origine photosynthétique.



Une possibilité consiste a dégazer la culture en permanence
avec de I'azote ou de I'hélium. Si ce procédé permet effectivement
de soutenir une production durable et dans certaines conditions
proche du rendement quantique optimum [24] [33], elle n’a, pour
des raisons évidentes de colits énergétique et économique, pas
d'application pratique. Une autre possibilité consiste a réaliser une
séparation temporelle entre production photosynthétique et pro-
duction d’hydrogene. On peut par exemple envisager de fermenter
la nuit des composés accumulés le jour durant les phases oxygé-
niques, en utilisant les hydrogénases présentes dans certaines
microalgues, dont [l'activité est couplée a un métabolisme
fermentaire [34]. Mais si la fermentation est possible a I'obscurité
chez ces organismes, ses rendements sont faibles par rapport a
I"activité observable par photoproduction.

Une avancée majeure a été proposée en 2000 [35] par des
équipes américaines de Berkeley et du NREL (National Renewable
Energy Laboratory). En effet, un protocole de carence en soufre,
mis au point par ces équipes, a montré qu’il était possible de
séparer dans le temps la production d’oxygene (permettant la pro-
duction de biomasse) et celle d’hydrogéne. Ce changement de
métabolisme est d( au fait que la carence en soufre inhibe pro-
gressivement la production d'oxygene par photosynthése en
réduisant significativement I'activité du PSIIL. L'oxygéne consommé
par respiration devenant supérieur a |‘oxygene produit, les
conditions anaérobies s’installent permettant une production
d’hydrogéne en présence de lumiére, cette production se faisant a
partir de I'activité résiduelle du PSII (voie PSII dépendante) et de la
dégradation des hydrates de carbone (amidon principalement)
accumulés préalablement par photosynthése (voie PSII indépen-
dante). Il est a noter que, du fait de la mise en jeu de réserves car-
bonées, le rendement théorique par ce procédé (comme par tout
procédé reposant sur la séparation temporelle) est inférieur aux
10 % évoqués précédemment pour la photoconversion directe : en
comptabilisant le nombre de photons nécessaires par H,, on
déduit aisément que ce potentiel sera a minima divisé par deux
par la voie PSII dépendante et diminué d’un tiers par la voie PSII
indépendante. Dans la mesure ou, a ce jour, il apparait comme le
plus efficace chez les microalgues, le protocole de carence en
soufre est néanmoins le plus étudié actuellement dans la
littérature.

Apreés trois ou quatre jours d’application de ce protocole, la pro-
duction d'H, s’arréte, en raison sans doute de I'accumulation de
composés fermentaires, de I'effet global a long terme de la
carence, etc. En conséquence, une part importante des réserves
reste non dégradée a la fin de la période de production. De plus, le
rendement de conversion du substrat « consommé » en H,, méme
s’il est dans certaines conditions plus élevé qu’un rendement stric-
tement fermentaire est loin d’étre optimal et reste inférieur, dans le
cas de l'utilisation d'hydrates de carbone par exemple, a I'opti-
mum qui serait de 12 Hy/équivalent glucose [36] [37] [38]. L'optimi-
sation du processus nécessite de mieux comprendre quelles sont
les bases de ces limitations et donc d’acquérir des données sur le
couplage entre métabolisme carboné et photoproduction d'H,.
Ainsi, les réponses transcriptionnelles et métaboliques a la carence
en soufre durant ce protocole de production d'H, ont été étudiées
dans plusieurs travaux récents [39] [40] et de nombreux projets
sont en cours sur cette thématique.

Au-dela de la nature transitoire de la production d’hydrogene
due a la sensibilité de I'hydrogénase a I'oxygéne, on considére
généralement que la réaction de photoproduction d'H, ne
constitue qu'une sorte de soupape de sécurité permettant d'éva-
cuer vers |I'H, le pouvoir réducteur produit en exces par les photo-
systemes dans des conditions ou la fixation photosynthétique de
CO, n’est pas encore opérationnelle, et n’a donc pas « vocation » a
entretenir un flux soutenu. Un enjeu majeur est de transformer
cette réaction marginale de protection en une réaction majoritaire
en redirigeant I'essentiel du pouvoir réducteur produit par la pho-
tosynthese vers la production d'H,. Cet objectif implique une
reprogrammation métabolique globale de I'algue.

1.3.2.2 Production photohétérotrophe (mixotrophe)
et optimisation

Ainsi, a mesure que |'état des connaissances s’améliore sur la
production d’hydrogene chez les microalgues, de nouvelles voies
d’optimisation sont proposées.

En ce qui concerne le protocole de carence en soufre, on notera
que la production telle que décrite dans la publication originale se
fait en présence d’acétate responsable de I'augmentation de la
consommation d’oxygene et de la diminution de la production
d’oxygene par photosynthése.

La dynamique de |'acétate est complexe : il peut étre produit par
la fermentation des réserves, et consommé de maniére respira-
toire (ou par photoassimilation) en conditions microaérobies (suite
a la respiration de 1’0, produit par I'activité PSII résiduelle). Chez
des mutants sans amidon, on observe une modification métabo-
lique qui conduit a une stimulation de la (photo)consommation de
I'acétate (alors qu’elle n'est pas observée avec une souche sau-
vage durant le protocole de Melis [35]). Chez ces mutants, seule la
voie PSII dépendante est active ; I'acétate est donc, dans ce cas
consommeé pour éliminer I'O, produit et soutenir I’anoxie, réle qui
ne peut plus étre tenu par I'amidon [38].

L'inhibition de I'activité photosynthétique aval peut également faci-
liter la production d'H,. Ainsi, il a été observé que des mutants sans
Rubisco de la microalgue Chlamydomonas reinhardtii pouvaient pro-
duire de I'H, avec la méme quantité que dans le protocole de Melis,
méme sans carence [37]. Pour utiliser un panel plus important de
substrats organiques, il est possible d’exprimer chez les microalgues
des transporteurs adéquats, lorsque ceux-ci ne sont pas présents.
Ainsi, en exprimant un transporteur de glucose chez C. reinhardtii, il a
été possible d'utiliser ce substrat chez I'algue et de stimuler ainsi la
photoproduction d'H, en carence en soufre [41].

Mais dans tous les cas, on se trouve dans une logique de photo-
dissociation de substrats organiques. L'efficacité de ce type de sys-
teme doit étre mise en perspective avec celle de I'utilisation de
bactéries photosynthétiques pour la photoproduction en présence
d’acétate, les derniéres présentant en |'état actuel des techniques un
rendement supérieur et une plus grande facilité de mise en ceuvre.

1.3.2.3 Photoproduction autotrophe directe/indirecte
et optimisation

En tant que substrat organique non essentiel a la photosynthése,
I'utilisation de l'acétate doit étre idéalement remplacée par une
source inorganique (CO, dissous, bicarbonates). A long terme,
c’est bien entendu la que se trouve |'avantage principal de I'utili-
sation d’algues ou de cyanobactéries ; si ces procédés doivent se
développer un jour.

1.3.2.3.1 Elaboration de protocoles autotrophes reposant
sur la stratégie de séparation temporelle

Pour permettre a une cellule de produire moins d’oxygéne par
photosynthése qu’elle n’en consomme par respiration, méme en
conditions autotrophes, la capacité photosynthétique des algues
peut étre altérée par modification génétique du PSII. Surzycki et
al. [42] proposent un systeme de désactivation de I'activité du PSII
ou la protéine D2 du centre réactionnel de ce photosystéme n’est
exprimée qu’en l'absence de cuivre. Ainsi, en faisant passer une
culture précultivée dans un milieu dépourvu de cuivre dans un
milieu contenant du cuivre, l'activité du PSII décline, car la pro-
téine D2 n’est plus synthétisée, bloquant ainsi le transfert d'élec-
trons. L'ajout de cuivre dans le milieu de culture permet ainsi de
controler I'expression de la protéine D2, et donc de réguler la pro-
duction d’'O, et la production d’hydrogéne.

D’autres stratégies peuvent étre utilisées pour limiter I'activité
du PSII de maniére suffisante pour permettre la production d'H, a
partir d'une culture autotrophe. Ainsi, des variations d’intensité
lumineuse ont été appliquées, soit a la hausse en combinaison



avec une carence pour accélérer l'inhibition du PSII [43], soit a la
baisse, afin de limiter simplement son activitt de maniere
controlée [44]. Des composés inhibiteurs du PSII comme le DCMU
(3,4-dichlorophényl-1,1-diméthylurée) peuvent également étre utili-
sés pour entrer dans une phase de production d’'H,, a condition
qu’ils soient appliqués aprés une phase préalable d’accumulation
d’amidon [36].

Des criblages ont également été développés afin de rechercher
des mutants présentant un rapport photosynthése/respiration plus
bas, facilitant I'entrée en anoxie [45]. De plus, si on inhibe le cycle
de Calvin lors de la production d'H, chez ces mutants, on observe
des rendements bien plus élevés que dans la souche sauvage en
conditions standard.

1.3.2.3.2 Ingénierie de I'hydrogénase

Mutagenése dirigée visant a diminuer la sensibilité a 'O, (repo-
sant sur une analyse des relations structure-fonction de I’enzyme)

L'autre voie d’amélioration de la production d’hydrogéne par
des micro-organismes photosynthétiques consiste a travailler sur
le mécanisme méme des enzymes hydrogénases. Découvertes
assez récemment, les hydrogénases d’'algues (a centre [FeFe])
sont, a ce jour, les moins étudiées. Le détail du mécanisme réac-
tionnel qui aboutit a la réduction catalytique de deux protons par
deux électrons de bas potentiel redox est donc mal connu, I'étude
étant rendue difficile par la sensibilité importante a I'oxygene des
hydrogénases a [FeFe]. Diminuer cette sensibilité, voire rendre
insensible I'enzyme hydrogénase a I'oxygéne, constitue de facon
évidente un axe essentiel de recherche, la sensibilité a I'oxygéne
étant un verrou majeur de la production. Des recherches sont en
cours, explorant la possibilit¢é de modifier le canal hydrophobe
conduisant I'H, au site actif de I'enzyme, |'objectif étant d’empé-
cher la diffusion de I'oxygene vers le site actif sans pour autant
bloquer le passage de I'hydrogene. Cependant, pour l'instant, ces
approches qui ont apporté un certain succes chez des hydrogéna-
ses a [NiFe] [19] n'ont pas encore abouti a des résultats probants
pour les hydrogénases a [FeFel].

Sélection de variants résistants par des approches sans a priori

Une autre approche d’optimisation de I'hydrogénase consiste a
améliorer la résistance a 'O, des hydrogénases par des expé-
riences sans a priori, en s’appuyant soit sur le criblage massif de
variants (mutants ponctuels) de I’enzyme [46], soit sur une straté-
gie d’évolution dirigée (associée ou non a une stimulation du taux
de mutation). Les deux approches nécessitent la mise en ceuvre de
cribles adéquats permettant soit un haut débit de criblage (crible
sur variants isolés), soit un maintien a long terme d’une pression
de sélection (évolution dirigée).

Cibles autres que l'interaction avec 1’0,

Au-dela de la problématique de la résistance a 1'O,, une limi-
tation cruciale a l'activité des hydrogénases pour la production
réside dans la réversibilité des enzymes, qui limite fortement la
synthése d’H, des que les teneurs augmentent dans le milieu. Pour
cela, deux leviers peuvent étre actionnés. Le premier consiste a
agir sur le biais de I'enzyme : en effet, si les hydrogénases sont
réversibles, I'efficacité catalytique n’est en général pas la méme
dans les deux directions. Il a été démontré qu’en modifiant la coor-
dination des clusters FeS transférant les électrons au sein de
I’'enzyme, il est possible dans certains cas d’augmenter le rapport
production/consommation d’H,. D’autre part, I'efficacité dans le
sens de la production va dépendre du potentiel électrochimique du
substrat : ainsi, en modifiant 'enzyme pour qu’elle accede a des
substrats plus réduits ou au potentiel électrochimique plus bas, on
peut également espérer stimuler le processus de production. Pour
une revue de ces aspects, le lecteur pourra consulter la
référence [18].

Quelques remarques générales sur les verrous
biologiques et les perspectives d’optimisation
de la bioproduction d'H, par les microalgues
et cyanobactéries

Plusieurs freins métaboliques ont été identifiés et impactent
de manieére transversale les micro-organismes photosynthé-
tiques pour la production d’H,. Sans en faire une liste exhaus-
tive, voici quelques exemples :

— expression limitée des hydrogénases/nitrogénases et leur
sensibilité a I'oxygene ;

— difficulté a rediriger le métabolisme, notamment a mobiliser
les réserves carbonées pour alimenter la photoproduction d'H, ;

—gradient de protons transmembranaire créé par la
photosynthese ;

- moyens de controler les enzymes et le métabolisme
inexistants ou limités ;

— absorption lumineuse supérieure aux capacités métabo-
liques, ce qui nuit au rendement quantique des cultures ;

- etc.

Plusieurs essais d’optimisation (nous en avons développé
quelques-uns) ont été entrepris sur des souches modeéles ;
ceux-ci visent en général un parametre précis et cherchent a
évaluer son impact sur le systéme, notamment : expression a la
hausse, a la baisse ou sous contrdle d'un promoteur inductible
d’une enzyme supposée clé du métabolisme, mutagenése des
hydrogénases, expression hétérologue, modification des tailles
d’antennes photosynthétiques, utilisation de découplants, etc.

Sur la base de ces expériences, il apparait maintenant sou-
haitable de développer des approches concertées
d’optimisation des souches, en combinant a bon escient les
modifications ci-dessus, et sans doute en incorporant de nou-
velles que la connaissance croissante des micro-organismes
permettra d’identifier comme cibles. Cela doit étre envisagé
en prenant en compte aussi bien le systéme biologique dans
sa globalité (ce que permettent les nouvelles approches de
biologie intégrative) et l'interaction entre le systéme biolo-
gique et le systeme généré par le procédé.

2.1 Technologie des photobioréacteurs

2.1.1 Présentation générale

L'exploitation des capacités intrinseques des micro-organismes
photosynthétiques implique des procédés spécifiques appelés
« photobioréacteurs », dont la caractéristique principale est de
permettre un éclairage de la culture pour la croissance par photo-
synthése. Cet apport d’énergie lumineuse apparait d’ailleurs
souvent comme le facteur limitant de ces procédés. En effet, les
micro-organismes photosynthétiques absorbent la lumiére inci-
dente pour leur croissance, menant a une atténuation de la
lumiére disponible dans le milieu de culture, probleme fortement



accentué lorsque la concentration cellulaire augmente (apparition
de forts gradients lumineux dans le réacteur). La stratégie globale
en termes de conception des photobioréacteurs consiste donc a
rechercher des surfaces éclairées élevées par rapport au volume
de culture mis en jeu, pour ainsi maximiser I'apport de lumiére
aux cellules. Cela méne a différentes possibilités de conception,
expliquant la grande diversité des technologies rencontrées. Les
principales caractéristiques des photobioréacteurs sont :

—la géométrie utilisée : réacteur de type cuve agitée, tubulaire,
plan ou torique ;

—la source lumineuse : source artificielle (tubes fluorescents,
diodes électroluminescentes...) ou solaire, éclairage externe ou
immergé dans le volume de culture ;

— I'agitation mécanique de la culture (mobiles d'agitation) ou par
injection de gaz (principe airlift), ou culture en cellules immobilisées.

Quelle que soit la technologie employée, les éléments nutritifs
nécessaires a la croissance des micro-organismes devront étre
apportés, et notamment des sels minéraux de type nitrate ou
ammonium, phosphates, sulfates, et des éléments spécifiques
comme des oligo-éléments ou des vitamines. La présence d'une
source de carbone sera également essentielle. Celle-ci pourra étre
inorganique et apportée soit par transfert de CO, gazeux, soit par
ajout de bicarbonate, ou organique (acétate) alors ajouté direc-
tement dans le milieu de culture. Dans ce dernier cas spécifique, la
production sera dite « par photofermentation ». Comme pour tout
fermenteur conventionnel, il sera possible d'appliquer des régu-
lations des différents parametres de croissance (température, pH,
milieu nutritif) ou d’effectuer des productions discontinues (batch)
ou continues. Les technologies et méthodes développées pour ces
systemes pourront étre appliquées pour la culture d'algues. Un
exemple de photobioréacteur est donné figures 2 et 3.

Moteur
d’agitation

Filtre a air
. i
Sortie de gaz J

Fibres optiques

Sonde
de turbidité

Electrode
pH/température

Suspension
microalgale
en circulation

Hélice marine

Entrée d’air

Air + CO,

Figure 2 - Photobioréacteur torique utilisé pour I'étude
de la production d’hydrogéne [47] [48]

2.1.2 Contraintes de la photobioproduction
d’hydrogéne

Contrairement aux photobioréacteurs classiques, un réacteur
dédié a la production d'hydrogéne doit répondre a plusieurs
conditions spécifiques et impose donc certaines contraintes tech-
niques. La contrainte la plus importante est le besoin de contréler
la phase gazeuse, pour maintenir I'anaérobiose liée a la sensibilité
de I'hydrogénase et permettre la récolte de I'hydrogéne produit.
Dans le cas de cultures photofermentaires particulierement
sensibles a la contamination bactérienne, des cultures axéniques
doivent pouvoir étre réalisées. L'ensemble de ces raisons menera
au final a retenir de facon privilégiée des environnements clos de
culture. Les matériaux de conception devront étre retenus pour
leur étanchéité a I'hydrogene et leur tenue aux protocoles de
stérilisation éventuellement mis en place, en particulier pour la
production photofermentaire (vapeur, acide).

2.2 Production d’hydrogéne
en photobioréacteurs

2.2.1 Présentation générale

La production photosynthétique d’hydrogéne n’a pas suscité,
jusqu’a ces derniéres années, beaucoup d'intérét en termes d’applica-
tions industrielles. Peu d’exemples de photobioréacteurs existent,
alors que de nombreux réacteurs types fermenteurs sont utilisés pour
produire de I'hydrogene a partir de bactéries hétérotrophes. L'échelle
de production pour les bactéries photosynthétiques, cyanobactéries ou
microalgues, est donc restreinte essentiellement a celle du laboratoire.

Le contrdle poussé des photobioréacteurs a permis de tester de
nombreux protocoles de production d’hydrogéne, avec un objectif
cependant identique, a savoir maintenir des conditions d’anoxie
sous éclairement. Quelques exemples sont donnés ci-dessous :

— balayage par un gaz vecteur: le balayage d'une suspension
d'algues, soumise a un éclairement, par un gaz vecteur tel que
I'argon ou l'azote, permet d’évacuer I'oxygéne produit et ainsi
ameéne a la production d’hydrogéne [24] [49]. Une séparation de
I'hnydrogene alors dilué est cependant requise en sortie du réacteur ;

- utilisation de piéges a oxygeéne: I'oxygéne produit peut étre
consommeé chimiquement ou par voie enzymatique. Une production
d’hydrogéne est ainsi obtenue par ajout de dithionite [23] ou par réac-
tion enzymatique glucose/glucose oxydase [50]. L'inconvénient
majeur est la toxicité de ces solutions qui méne a une production
d’hydrogeéne visible sur quelques heures seulement ;

—culture sous flux incident variable : I'oxygene est a la fois
produit par photosynthése et consommé par respiration chez les
microalgues. Dans un photobioréacteur ou l'atténuation de la
lumiére est forte, il est donc possible de jouer sur le flux incident
pour mener a des conditions ou la production globale par photo-
synthése sera inférieure a la consommation par respiration,
menant a un passage en anoxie. Une production d’hydrogéne est
alors constatée. Cela implique néanmoins un contréle rigoureux
de I'éclairage du systéme [44] [51] ;

- effet Emerson : I'emploi de longueurs d'onde supérieures a
680 nm permet d'éviter I'excitation du PSII, responsable du déga-
gement d’oxygene. Cette méthode peut donc étre appliquée pour
induire l'anoxie et la production d’hydrogéne [52]. Elle reste
néanmoins complexe dans la mesure ou le PSI nécessaire a la pro-
duction d’hydrogéne reste actif jusqu’a 720-730 nm ;

- photo-inhibition transitoire : une surexposition breve (30 min
environ) des cellules a des intensités lumineuses élevées (250 a
6 000 umoles - m2.s7) peut provoquer une rapide suppression de
la production d’oxygéne par photo-inhibition du PSII, tout en main-
tenant stable l'activité du PSI, menant ainsi a une production
d’hydrogéne [53] ;

—carence en nutriments: comme cela a déja été décrit, une
carence en macronutriments peut induire une diminution de I'activité
photosynthétique, et en particulier du PSII. C’est notamment le cas
du protocole de carence en soufre, qui est actuellement le protocole



1. Milieu neuf stérile
2,5,7,10. Filtre a air 0,22 um
3. Agitateur magnétique

4. Pompe doseuse 08RC
6. Réacteur torique

8. Pompe péristaltique Masterflex

9. Récolte
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Figure 3 - Systéeme complet (sans la source de lumiére) utilisé au laboratoire GEPEA pour effectuer des cultures de microalgues en conditions

contrdlées

le plus étudié, applicable également aisément a I'échelle d'un photo-
bioréacteur de production. La méthode possede en effet de nom-
breux avantages. Bien que I'effet d'une carence prolongée puisse étre
létale, elle permet une production sur plusieurs cycles en ne faisant
pas intervenir de molécules toxiques pour les cellules (pieges a oxy-
gene de type dithionite, par exemple). Elle reste également peu co(-
teuse en ne nécessitant pas de source lumineuse spécifique ou de
procédé complexe de purification de I’'hydrogéne, les phases de pro-
duction de biomasse et d’hydrogéne étant séparées dans le temps.

2.2.2 Exemples de réalisation en photobioréacteurs

De par sa facilité d'application, le protocole de production par
carence en soufre a fait I'objet de plusieurs solutions de mise en
ceuvre. Initialement, I'obtention d'un milieu carencé en soufre se
faisait par de multiples étapes de centrifugation (élimination du
surnageant et ringages avec un milieu dépourvu de soufre). Cette
méthodologie est clairement colteuse en temps et en énergie, et
n'est pas tres adaptée a une échelle industrielle. Une fagon trés
économique d’obtenir I'anoxie est de jouer sur la consommation
naturelle de soufre lors de la phase de croissance. Un apport limité
de soufre améne aprés sa consommation a une culture en carence.

Cela peut étre réalisé par simple dilution de la culture dans un
milieu dépourvu de soufre [54]. On observe alors des phases
successives de croissance de la biomasse sur le soufre résiduel,
puis de carence et de production d’hydrogéne. Ce type de protocole
a été appliqué et optimisé dans un photobioréacteur torique, mon-
trant que l'optimisation de la biomasse accumulée permettait
d’avoir des productions d’hydrogénes supérieures avec Chlamy-
domonas reinhardtii [44].

Une alternative consiste a utiliser deux photobioréacteurs
associés en série [65]. L'intérét est qu’une production en continu
d’hydrogeéne est alors possible. Dans le premier, des algues sont
cultivées en chémostat en conditions aérobies par ajout d"air enrichi
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en CO, dans un milieu limité en sulfates, permettant ainsi aux cellu-
les d’accumuler de I'amidon favorable a la production ultérieure
d’hydrogene. Les algues sont ensuite transférées dans un deuxiéme
photobioréacteur. Les cellules consomment le sulfate résiduel du
milieu entrainant les conditions anaérobies par consommation de
I'oxygéne dissous. Un tel systéeme de production a été validé sur
4 000 heures, montrant la robustesse du procédé de carence en sou-
fre pour une application longue durée (figure 4).

Les deux exemples précédents ont été réalisés avec des cellules
en suspension libre dans le milieu. Afin de faciliter le changement
de milieu, il est possible d'immobiliser les cellules sur un support
solide appelé « matrice » [49]. Ce support peut étre en Al-borosili-
cate, matériau peu colteux et perméable a I'eau. En permettant
I’échange d’éléments nutritifs, il est possible d’alterner entre des
phases de croissance et de production d’hydrogene par simple
changement du milieu d’alimentation circulant dans la matrice
(figure B). L'inconvénient de cette méthode est qu’elle nécessite
une longue période pour sa réalisation (croissance cellulaire
pendant une vingtaine de jours) et que la matrice est hétérogéne
(différentes compositions en nutriments et irradiance).

3. Conclusion

Du fait de leur capacité a dégrader des substrats organiques, les
procédés bactériens pourraient étre utilisés pour la biodépollution
de déchets de I'agro-industrie, tels que ceux de I'industrie laitiere
ou sucriere. Alors que la fermentation a elle seule peut diffici-
lement rivaliser avec le procédé de méthanisation, le couplage
entre fermentation et photofermentation est une approche promet-
teuse qui pourrait permettre, en théorie, une conversion quasi
complete du substrat (déchet) en CO, et H,. Ce concept a donné
lieu @ de nombreux projets tels que le programme européen
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Figure 4 - Systéme expérimental pour la production d’hydrogéne en continu [55]
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Figure 5 - Matrice utilisée pour I'immobilisation des cellules lors du protocole de carence en soufre [49]



HYVOLUTION. Il reste beaucoup a faire pour optimiser l'interface
entre les deux procédés et automatiser I'ensemble, pour cela des
installations pilotes sont en projet. De la recherche fondamentale
sur la fermentation (en particulier a haute température) et la photo-
fermentation devra également étre menée en parallele avec le
retour d’expérience sur des réacteurs prototypes.

La production d'H, par biophotolyse de I'eau est le but ultime en
matiére de technologie « propre », dans la mesure ou seuls de I'H,
et de I'0O, sont produits et seule de I'énergie solaire est utilisée.
Comme souligné dans cet article, c’est un objectif a long terme qui
nécessitera beaucoup de recherches supplémentaires. Les apports

de nombreuses disciplines, comme la chimie bio-inspirée pour
produire des catalyseurs innovants, l'ingénierie des protéines
appliquée aux hydrogénases pour augmenter leur résistance a I'0,
ainsi que la biologie synthétique pour la (re)programmation méta-
bolique pourront avoir un impact majeur dans ce domaine, ou le
couplage entre la physiologie des micro-organismes et le procédé
de production est absolument nécessaire pour espérer atteindre
les rendements escomptés. A I'heure actuelle, il est tres difficile de
dire quelle proportion du mix énergétique occupera I’'H,, mais ce
vecteur jouera indubitablement un réle et c’est pourquoi toutes les
voies de production renouvelable, notamment biologique, doivent
étre envisagées.
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