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Introduction

L’énergie est le moteur fondamental de I’économie mondiale. Elle joue un rdle essentiel dans
le développement du monde est devenue un indicateur de progrés a 1’échelle des nations

(Mohan et al., 2008).

Pendant de trés longues décennies, le monde entier a compté sur les sources d’énergie

traditionnelles. Ainsi, la révolution industrielle a été entiérement batie sur I’exploitation du
charbon a la fin du dix huitiémes siecle, puis du pétrole au milieu du vingtiemes siecle.
Apres le premier choc peétrolier de 1973, certains pays ont choisis le passage a 1’exploitation
d’une nouvelle énergie, il s’agit de 1’énergie nucléaire. Certains d’autres ont continué a utiliser
les ressources fossiles en priorité. Celles-ci nous dit-on, demeurent des sources d’énergie
épuisables et leurs menaces sur le climat sont d’un danger extréme, notamment avec le taux de
production et de consommation qui ne cesse d’augmenter.

Pour remédier a ce probléme aussi bien économique qu’écologique, ’utilisation des énergies
renouvelables apparaissent dans ce contexte comme une alternative intéressante pour préserver

a la fois le confort des étres humains et la qualité de I’environnement.

Parmi les sources d’énergie renouvelables aux quelles les scientifiques se sont intéresses
récemment, la génération d’¢électricité par des microorganismes due a [’oxydation de toutes
sortes de matiéres organiques par des biofilms électro active. Cette nouvelle technologie a pour
objectif le développement de réacteurs biologiques genérant de I'électricité. Ces réacteurs sont
souvent appelés "Piles a Combustible Microbiennes” (PCM).

Ce qui est intéressant, c’est que souvent, ce systeme électrochimique et biologique permet de
coupler le traitement des eaux usées riches en matiére organique et inorganique a la production
d’¢électricité. En effet, ces eaux usées sont également riches en microorganismes, notamment des
bactéries, qui, en dégradant la matiére organique ou inorganique, produisent des électrons via
leurs différentes réactions biochimiques. L’¢lectricité est ainsi produite en captant ces électrons.

Les PCM représente donc une solution pour deux grandes problématiques :

. La production d’une énergie verte et renouvelable.

. Traitement d’eau usée.
Cependant, cette technologie demeure freinée par sa dépendance en grande partie de la

filiere hydrogene, depuis sa production et jusqu’a son utilisation finale et du cofit du platine

qui est généralement utilisé comme catalyseur aux électrodes (ketep, 2012).
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Introduction

Le fonctionnement de la pile a combustible microbiennes est basé sur les réactions
bioélectrochimiques siégeant entre les trois principaux composants : 1’anode, le catalyseur qui
sont les microorganismes électro actives organises en biofilms et la cathode. Plusieurs facteurs
agissent sur ces réactions anodiques et cathodiques : 1’électro activité bactérienne, la nature des

matieres cathodiques et anodiques, le mécanisme de transfert des électrons.

Dans notre projet de master, nous nous sommes intéressés a la construction d’une pile a
combustible microbienne en utilisant deux bactéries différentes ;
Shewanella oneidensissouche MR1 et Exigoubacterium sp.  Pour expliquer les différentes

étapes de notre travail, ce manuscrit préparé selon les étapes suivant :

> Le premier chapitre représente une synthese bibliographique sur la production de
I’énergie dans le monde et ses différents types.

> Le deuxieme chapitre explique les étapes de la formation du biofilm et la
propriété électro-active des bactéries.

> Le troisieme chapitre se penche sur la technologie de la pile a combustible
microbienne ainsi que se s’avantages et ses domaines d’application.

> Dans le quatrieme chapitre, nous présentons la partie pratique : la préparation du

matériels bio-électrochimique et la mise en ceuvre et le montage générale de la pile.

> Le cinquieme chapitre est réservé pour les résultats obtenus suite a notre travail

et leur interprétation scientifique.

> Enfin, nous terminons par une conclusion.
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Chapitre 1 : L’énergie Dans Le Monde

1.Historique :

De maniére générale, I'énergie est la capacité de la matiere a donner des forces capables
d'accomplir un travail particulier et la capacité d'un systéme a produire une activité interne ou
une activité externe : un mouvement, de la chaleur ou de la lumiére.

L’évolution du monde est en relation étroite a la découverte de I’énergie. A l'aube de
I'humanité, la seule énergie libre disponible pour I’homme était sa propre énergie. Cette
énergie musculaire était alors 1’unique moyen de survivre (se déplacer, chasser, construire ses
abris,...). Ensuite, environ 400.000 années avant JC, ’homme maitrisait le feu pour se
réchauffer, cuire, s’éclairer ou manier les métaux.

Cependant, ’homme a sans cesse cherché a améliorer son bien- étre. Trois milles ans avant
JC il a alors appris a utiliser I’énergie animale en se servant des animaux domestiqués puis, il
a commencé a s’intéresser aux forces du vent et de I’eau. Il s’en servait alors de tout ce qui
I’entourait pour améliorer son mode de vie.

L’homme poursuit sa quéte des sources de I’énergie tout au fil des siccles. Avec la
révolution industrielle, le monde entier s’est orienté vers une économie productive et a
délaissé ’agriculture. L’orientation vers une telle économie a donc imposé comme premicre
démarche le remplacement du bois, qui était la principale source d’énergie a 1’époque, par le

carbone.

Au milieu du XIX® siécle, le systéme économique connait une énorme découverte, celle de
l'utilisation du Pétrole ou« l'or noir »comme source d’énergie. Et qui devient de plus en plus
importante (pour ne pas dire massive) a larrivée du XXeéme siecle. Ce passage

révolutionnaire se suit par 1I’exploitation du gaz naturel.

Ce type d’énergie, connu sous le nom d’énergie fossile, est jusqu’a présent la principale
source d’énergie pour répondre aux besoins énergétique mondiaux et pour accompagner le
développement technologique. Cependant, ces sources d’énergie exploitées depuis de tres
longues années jusque-1a, deviennent de plus en plus rares. En effet, le pétrole et le gaz
naturel sont des sources non-renouvelables d’’une part et d’autre part, qui s’avérent trés
polluantes en terme écologique. Le monde se trouve alors sur le bord de 1’épuisement de ces
principaux moteurs énergétiques et surtout avec un fardeau d’une facture écologique trés
lourde (Jean et al ,2013 ; Stern, 2006).
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Chapitre 1 : L’énergie Dans Le Monde

2.L’énergie non-renouvelable :

Les énergies non-renouvelables sont des sources d’énergie qui sont présentes dans la nature
en quantités limitées. Une fois utilisé, ce type de matiére n’est plus restitué. Actuellement, les
sources d’énergie non-renouvelable couvrent 83% des besoins énergétiques globales dans le

monde (Figuerl).

Les ressources principales d'énergies non-renouvelables sont les hydrocarbures tels que le

pétrole, le gaz naturel, et le charbon (Corbiére, 2009 ; Legrand et al., 2012 ; ketep, 2012).
On peut classer cette énergie en deux familles principales :
a) Energie fossile :

Le charbon, le gaz naturel et le pétrole sont des éléments contenus dans le sous-terrain. C’est
le résultat de la décomposition des matiéres végétales et animales durant plusieurs millions
d’années. Leur composition fournie une énergie thermique qui est utilisée dans les centrales

thermiques a flamme (Latrache, 2012 ; Wikipedia, 2018).

b) Energie nucléaire :

Cette énergie est libérée principalement grace a I’une des deux interactions nucléaire : soit la«
fission »dans le cas des atomes lourds tels que 1’uranium et le plutonium ou bien la « fusion »

pour les atomes légers comme I’hydrogéne et I’hélium (Guillet et Guérin, 2008).

_—4

Les Renouvelables

Energie solaire  11.44%

Eau chaude solaire 0.17%
Chaleur géothermique0.12%
Hydroélectricité 3.34%
Ethanol 0.50 %

Biodiesel 0.17%

Energie électrique 0.28

Energie éolienne 0.51%
Electricité géothermique 0.07%
Puissance photovoltaique 0.06%
CSP solaire 0.002%

N

§  Puissance océanique 0.001%

Total

0 Fossiles a combustible 80.6%
g Lesrenouvelables 16.7%
o Les nucléaires 2.7%

Figurel: la consommation mondiale totale d’énergie en 2010 (Wikimédia Commons, 2012).
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Chapitre 1 : L’énergie Dans Le Monde

La consommation des énergies non-renouvelables a connu une augmentation exponentielle
en synergie avec la croissance démographique et I’évolution technologique ce qui a entrainé
une utilisation ‘agressive’ de ces énergies, les conséquences sur la nature étaient alors de la

méme nature :
» Réchauffement de la planete.

> Pollution de toute nature et de tous les niveaux (les pluies acides, augmentation du
taux de CO2, diminution de la couche d’ozone, contamination du sol et de 1'eau des

nappes phréatiques par les métaux lourds et les déchets toxique).

> Instabilité politique mondiale étant donné que de nombreux pays sont dépendants aux

autres nations de part ces ressources énergetiques non- renouvelables (Barbolla, 2016).

Tous ces facteurs ont fait émerger la nécessité de trouver d’autres sources d’énergie qui
subviennent aux besoins mondiaux mais surtout qui soient RENOUVELABLES. Ce type de
sources énergétiques sont écologiques, inépuisables et permettent d’obtenir une certaine

indépendance économique.
3.Energies renouvelables :

I1 existe cinq grandes familles d’énergies renouvelables : I’énergie solaire, I’énergie éolienne,

I’énergie hydraulique, 1’énergie géothermique et les bioénergies.
a)L’énergie solaire :

L’énergie fournie par les rayons du soleil est I’énergie la plus puissante et la mieux exploitée

jusque-la. Elle est utilisée de deux facons :
» Latransformation photovoltaique pour la production d'électricité (Figure 2).

» L’utilisation sous forme thermique pour la production d'eau chaude sanitaire gréce a des

capteurs solaires (Figure 3).
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Chapitre 1 : L’énergie Dans Le Monde

Figure 2: Panneaux solaire Figure 3 : Principe d’un chauffe-eau
(Rytfotet al., 2015). électro solaire (Marien, 2016).

b) L’énergie éolienne :
Cette énergie est utilisée dans le but de la production de I'électricité a partir du vent gréce a la
rotation des pales d’un aérogénérateur, la figure 4 représente un exemple d’un aérogénérateur
a axe verticale dans la région Alsace-Champagne-Ardenne-Lorraine est la région francaise ou
la capacité éolienne installée est la plus importante, avec 2 541 MW raccordés a fin septembre

2015. (Emmanuel, 2017 ; Latrache, 2012 ; Ketep, 2012 ; Rytfot et al., 2015 ).

Figure4 : les aérogénérateurs a axe vertical du la région Alsace-Champagne-
ArdenneLorrainesFrance. (Vincent, 2017).

c) L’énergie hydraulique :

L’eau est également une source d’énergie renouvelable puisqu’elle se régénére grace au

cycle d’évaporation et des précipitations (Livane, 2016).Cette énergie est utilisée pour
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Chapitre 1 : L’énergie Dans Le Monde

produire de 1'électricité. Les figures 5 et 6 donnent des exemples sur I’exploitation des

sources hydriques pour produire de I’énergie.

Figure 5 : Hydroélectricité produite grace a la capacité de stockage (Bal et al., 2012).

L’hydroélectricité peut concourir a 1’équilibre du réseau en complément des autres énergies

renouvelables électriques comme 1’énergie éolien ou solaire.

o Retonuve Jdeawu

© sorroge

©) condwuite rorcée

© Turdine

Transformalteur

Lignes & haute tension

0000

Alternatewur
Canal de fuite ‘

Figure6: le principe de fonctionnement d’une petite centrale d’hydroélectricité (André et al.,

2012).

Le principe de fonctionnement d'une centrale hydroélectrique consiste a stocker 1’eau puis a canaliser
le cours d'eau vers une turbine qui reliée a un alternateur puis a un transformateur, produit de

I'électricité destinée au réseau électrique.

d) I’énergie géothermique :

C’est une énergie sous forme de chaleur stockée au sous-sol. Cette chaleur est utilisée pour
chauffer les locaux (avec une température moyenne ou faible), ou pour produire de
I’électricité (Bal et al., 2012 ;Rytfot et al.,2015
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Figure 7 : Géothermie en puisant 1’énergie du sous-sol (Bal et al ., 2012).

La géothermie permet de produire de la chaleur ou de I’¢lectricité en continu

e) Les bioénergies :

La bioénergie est I’énergie stockée par la biomasse biologique. Cette derniere est
utilisée comme combustibles pour la production de chaleur et d’électricité ou pour la
production de biogaz. Ceci peut exploiter la capacité de la fermentation des
microorganismes ou leur capacité a métaboliser les carburants tels que la canne a sucre et
les céréales (Quiret ,2010).

Dans notre travail, nous nous intéressons particulicrement a ce type d’énergie
renouvelable, c’est-a-dire, la bioénergie. Nous mettons le point sur la production

d’électricité a partir de biomasse bactérienne.
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Chapitre 2 : Les Biofilms

Parmi les principales sources de bioénergie dans le monde, la technologie des piles a
combustible microbiennes fait intervenir des microorganismes qui forment des biofilms
électrocatalytiques a la surface des électrodes (Ketep, 2012). Il est donc utile de rappeler

quelques notions de base sur les biofilms.

1. Définition :

Dans notre environnement, les bactéries se retrouvent sous deux formes : planctonique
et sessile. Dans la premiere forme les bactéries sont libres en suspension. Sous la forme
sessile, elles sont organisées sur des surfaces appelées « biofilm ».

Un biofilm est une communauté de microorganismes (bactéries, champignons, algues,
et/ou protozoaires), adhérant entre eux et a une surface. Ils sont marqués par la secrétion
d'une matrice adhésive et protectrice. Sa structure est hétérogene, souvent sous forme

d'une matrice extracellulaire, et composée de substances polymeéres (Jiaoet al., 2011).

2. La formation des biofilms :

Chez les bactéries, la formation et le développement d’un biofilm se déroulent en cinq
étapes successives et sont influencés par trois criteres selon Jean Valcarcel (Figure 08) :

> Le phénotype et le métabolisme bactérien

> Le type et I’état de surface

> L’environnement physico-chimique et biologique.

Figure 8 : Les cinq étapes de maturation d’un biofilm (Davis, 2008).
1 : attachement initial. 2 : attachement irréversible. 3 : colonisation. 4 : maturation.
5 : dispersion. Les photomicrographies sont celles d'un biofilm de P. aeruginosa en développement.
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2.1Attachement initial :

Durant les phases préliminaires de transport et d’adhésion, les bactéries, en forme
planctonique, se déplacent sous I’effet de 1’hydrodynamique ou par nage dirigée, grace a
leurs appendices de mobilité appelées « flagelles ». Pour adhérer a une surface. Les
liaisons mises en jeu a ce stade sont non covalentes donc fragiles. Cette adhésion

primaire des bactéries peut donc étre réversible (Ketep, 2012).

2.2Attachement irréversible :

Sous-entend I’installation des microorganismes sur la surface d’adhésion. Les bactéries
sécretent des polysaccharides et des protéines possédant des propriétés adhésives.
L’adhésion devient irréversible avec la production de ces macromolécules appelées
glycocalyx ou glycolemmes et la formation de nombreuses liaisons de faible énergie de
nature ioniques, hydrophobes ou hydrogénes entre les bactéries et le substrat (Ketep,
2012).

2.3 La colonisation :
A cette étape, les microorganismes se divisent pour former des micro-colonies qui vont

recouvrir toute ou une partie de la surface. Le taux de recouvrement dépend de la nature
et des propriétés de la surface d’adhésion ainsi que de la nature des bactéries. Les
bactéries adhérées produisent des exo-polymeres qui forment la matrice du biofilm,

favorisant son maintien et sa plasticité. (Ketep, 2012).

2.4 La maturation :
La maturation, résultat de la formation des canaux qui permettent la circulation des

nutriments et de 1’oxygene dans les régions profondes du biofilm, ainsi que 1’évacuation
des produits issus de I’activité métabolique. A cette étape, le biofilm s’étend et s’épaissit

jusqu’a former une structure macroscopique tridimensionnelle (Ketep, 2012).

2.5 La dispersion du biofilm :
Cette étape est liee a un retour vers I'état planctonique dd au vieillissement, a des

carences ou a des stress liés a D’environnement (manques des nutriments ou des
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accepteurs d’¢lectrons, modification de pH, 1’application des forces physiques sur le
biofilm). Les bactéries ainsi libérées vont pouvoir coloniser de nouvelles surfaces.
(Ketep, 2012).

3. Les biofilms électroactifs :

L’¢lectroactivité d’une cellule bactérienne est définie par sa capacit¢ a échanger des
électrons avec des accepteurs ou des donneurs externes en état naturel.
Un biofilm électroactif désigne un biofilm capable de realiser ces échanges. Ces transferts
d’¢lectrons sont générés par le catabolisme, ils sont de deux types : intracellulaire et
extracellulaire (Pinck, 2014).

3.1 Le transfer intracellulaire :

Les transferts intracellulaires d’électrons ont lieu au cours des mécanismes du
métabolisme énergétique de la bactérie et participent aux réactions d’oxydo-réduction des

molécules nécessaires a son fonctionnement (Pinck, 2014).

3.2 Les transferts extracellulaires d’électrons :

Ce type de transfert d’¢lectrons se fait en regle générale de la cellule vers un accepteur
final extracellulaire. Un exemple tres étudié de ce mécanisme est la respiration
extracellulaire du Fe (111) par Shewanellaspp (Figure 9). Un pool de quinone permet le
transfert des électrons produits au niveau de la membrane interne lors des réactions de
déshydrogénase vers le cytochrome A (CymA), un cytochrome C. Les électrons
traversent ensuite le périplasme via d’autres cytochromes C catalysant des réactions
d’oxydo-réductions comme la protéine MtrA pour ensuite étre transférés aux niveaux
d’OmcB et de la réductase terminale sur la membrane externe (Pinck , 2014). Dans le
milieu extracellulaire aura alors lieu la réduction de Fe (Il) par ces protéines de la

membrane externe.
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Figure 9 : Respiration de Fe (111) par Shewanellaspp (Pinck , 2014).
Représentation du mécanisme responsable des transferts d’électrons au cours de la respiration
extracellulaire de Fe(l1l), MC : membrane cytoplasmique ; ME : membrane externe ; OmcB et MtrA :
cytochrome de type C.
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Chapitre 3 : La Pile A Combustible Microbienne

1.Historique :
Depuis des siécles, il a été prouve que les cellules vivantes ont la capacité de transformer de

I’énergie chimique en énergie électrique. Luigi Galvani fut le premier, en 1790, a constater
que les pattes de grenouille ont la capacité de se crisper sous 1’action d’une excitation

électrique.

Le concept de pile a combustible a été découvert en 1839. Puis, en 1911 Michael Cresse qui

est un professeur en botanique découvert que des microorganismes tels que les levures ou

Escherichia coli peuvent produire un courant ¢lectrique. Vingt ans plus tard 1’observation a été
confirmée grace a Cohen qui a développé des batteries a combustible microbiennes et a pu

obtenir des tensions jusqu’a 35V.

Le développement des biopiles a combustible est accentué dans les années 60, lorsque la
NASA s’est intéressée a la transformation des déchets organiques en électricité sur les vols
spatiaux. En 1963, les premieres piles a combustible biologiques furent commercialisées en

tant que sources d’énergies dans les radios, signaux lumineux et autres appareils en mer.

Récemment, un nouvel intérét est né pour les piles a combustible microbiennes grace a la
découverte du transfert direct d’¢lectrons entre les bactéries et une ¢€lectrode. Ainsi, les piles a
combustible microbiennes ne nécessitent plus 1’ajout de médiateurs électrochimiques qui
rendaient le systeme plus colteux, plus polluant et moins durable dans le temps. (Amandine,
2010 ; Dumas, 2007 ; Ketep, 2012).

2. Notion de pile a combustible
Une pile a combustible est un systeéme €lectrochimique qui convertit 1’énergie chimique en
énergie électrique avec un dégagement de chaleur. Elle est composée de deux électrodes : une
anode et une cathode séparées par un électrolyte qui permet d’assurer une étancheité entre les
deux électrodes et d’assurer le passage des ions en bloquant le passage des électrons (figurel).
La pile est alimentée par deux gaz : O2 et H2 qui vont permettre la réaction d’oxydoréduction

selon les deux demi- réactions :

» L’oxydation de I’hydrogéne a I’anode :
H2=2H"+2e......ccoviniiinn, ().
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» Réaction de réduction de I’oxygene a la cathode :

02 + 4H*+ 4e =2 H20

On obtient alors comme réaction finale :

H2+1%02 — H20 + électricité.

Il existe plusieurs type de la pile a combustible et comme un exemple, le principe de

fonctionnement d’une pile a combustible d’hydrogéne est indiqué sur la (figure 10) (Bedu etal,

2014 ; Benghernit, 2016 ; Bertello, 2015 ; Brill, 2012).

dilpdrogéene —===[__|

air ou

] == dioxygéne

H2{(g)=2H" (aq) + 2 e-

Oz (g)+4H"(ag) + 1 e-=2H30 ()

électrohste
solide
{membrane
échangeuse
de protons)

zZzone catalytique =
dilmrdrogéne
eteau —~—— [ ]
R—
anode

|

chaleur

cathode

zone catalytique

air appauvri
] —== en dioxygéne

et eau

FigurelO : Schéma expliquant le principe de la pile a combustible a hydrogéne (Bedu

etal ., 2014).

L’anode représente le lieu de 1’oxydation de I’hydrogene issu d’un réservoir, cette réaction

produisant deux protons et deux électrons (I’équation a) ces derniers vont circuler de 1’anode

vers la cathode via le circuit électrique avec une production d’électricité.

En parallele les protons sont transférés de I’anode vers la cathode a travers la membrane

échangeuses d’ions pour la réduction de I’oxygene avec la consommation des électrons libérés

au cour de la premiere demi- réaction pour former I’cau (1’équation b), qui sera expulsée sous

forme de vapeur. Cette réaction est également exothermique.
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3. Notion de pile a combustible microbienne

La pile a combustible microbiennes (PCM) est un dispositif électrochimique qui permet de
transformer directement en énergie €lectrique, I’énergie chimique contenue dans des composés
organiques ou inorganiques par une réaction d’oxydation (généralement la réaction anodique)
assurée par des microorganismes, le plus souvent des bactéries (anode biologique) qualifiés
d’exo-¢lectrogeénes. Ces bactéries sont organisées en biofilm a la surface de 1’anode qui
représente un catalyseur électroactif (Adekunle, 2014 ; Benghernit, 2017 ; Dumas, 2007 ;
Zhao etal. 2017).

Les piles a combustible microbienne peuvent étre complétement microbiennes lorsque la
catalyse des réactions aux deux électrodes se fait grace a des microorganismes (Figure 11-A)

ou semi microbiennes dans le cas ou la catalyse a la cathode est réalisée par des catalyseurs

minéraux (Figure 11-B).

Matiére p/

organique }
6 Anions €
cations
02 4/ /

Co, + H*

Matiére
organique D
Anions
Cation

~ )
Co,+H* Q,/\

st Anode Cathode Anode
ode e——— o abiotique . . microbienne
microbienne Electrolyte N wicroblenne GIectrolyte

\n,;f o 7/1_/ v

Figure 11 :Schémas de piles a combustible. A : totalement microbienne,

B : semimicrobienne (Ketep, 2012).

4. Principe de fonctionnement de la pile a combustible microbienne :

Le principe est similaire aux piles a combustibles a la différence de “ I'utilisation de
microorganismes comme catalyseurs.” Ceux-ci forment un biofilm a I’anode (Figure 11), et

oxydent les matiéres organiques grace a une propriété intéressante qui est celle de la
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respiration intracellulaire des microorganismes, processus leur permettant de subvenir a leur
besoins énergétiques. Pendant la métabolisation, les substrats sont oxydés, produisant ainsi des
¢lectrons et des protons a I’intérieur de la bactérie. Ceux-ci sont par la suite €jectés de la
cellule par une multitude de réactions complexe (les réactions de la chaine respiratoire) et
transférés ensuit a la cathode le lieu de la réduction soit de maniére directe ou indirecte

(Benghernit, 2016 ; Dumas, 2007 ;Ketep, 2012; Pierre etal.,  2015).

Cathode @ ‘ Anode

I Effluent

Air

Figure 12 : Schéma de fonctionnement d'une pile a combustible microbienne (Pierre etal.,
2015).

Le biofilm est ’agrégation de ces microorganismes sur la surface de 1’anode, qui dégrade le substrat.

Les protons libérés dans I’effluent (les eaux usées dans ce cas) se déplacent jusqu’a la cathode ou ilssont

consommés, pour produire de I’eau en présence de dioxygene.

5. Les mécanismes de Transfert des électrons :

La compréhension des mécanismes de transfert électronique entre la bactérie et I’électrode
apparait aujourd’hui comme essentielle dans le développement des piles a combustible
microbiennes. Le nombre des articles de revue s'intéressant & ce sujet au cour du 20"™ siécle
augmente chaque année. En 2011, 504 articles scientifiques ont été publiés par rapport aux 13
articles scientifiques en 2000 selon les données issues de Web of Knowledge. Donc Il faut
noter que cette production scientifique qui augmente exponentiellement est un signe fort du

nouvel engouement pour cette technologie (Figure 13) (Dumas, 2007 ; Pocaznoi, 2012).
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Figure 13 : Evolution du nombre d’articles scientifiques sur les piles a combustible

microbiennes (Pocaznoi, 2012).

Le transfert d’électrons entre la bactérie et 1’électrode peut se faire de manicre directe, via les
composants de la membrane cellulaire, ou de fagon indirecte, soit par 1’oxydation abiotique de

produits issus de la fermentation biologique.

5.1. Le transfert direct :

C’est un transfert qui nécessite un contact direct entre la membrane externe de la cellule
bactérienne et I'anode, cet échange d'électrons est assuré par des protéines redox membranaires
de type cytochrome C (OmcB, OmcD, OmcE ) qui ont la capacité de transférer les électrons de

l'intérieur de la cellule bactérienne vers un accepteur insoluble qui est I’anode.

Cette découverte qui a eu lieu en 2002 fut révolutionnaire dans le domaine de la pile a

combustible microbienne.

Ce mécanisme de transfert direct via les cytochromes a été clairement démontré chez
Geobactersulfurreducens (Figure 14) grace a des expériences realisees avec des mutants pour
lesquels le gene codant pour les cytochromes C a été délété ou surexprimé. Le fait que leur
génome est parfaitement connu avait facilité 1I’expérience (Bergel, 2012 ; Dumas, 2007 ; Ketep

, 2012 ; Oliot, 2017 ; Pocaznoi, 2012).
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Figure 14 : Représentation des mécanismes de transfert d’électrons direct via les

cytochromes chez G. sulfurreducensvers I’anode (Bergel, 2012).

OmceB, OmcD, OmcE : les cytochromes de type C ; PpcA, PpcB : les cytochromes périplasmique.

En 2005 un nouveau mécanisme de transfert direct a été décrit. Il s’agit de celui réalisé par
les pili qui sont connus chez de nombreuses cellules microbiennes et qui participent a
plusieurs fonctions au sein des biofilms tel que I'échange de matériel génétique. Le plus
important c’est que certains de ces pili possédent des propriétés de conduction électrique, plus
précisément ce sont des nano-fils électriques ou bien "Nanowires" qui assurent le transfert
d'électrons directement de la cellule vers I'électrode. Ce mécanisme était étudiés en détail
uniquement chez deux microorganismes Shewanellaoneidensiset

Geobactersulfurreducens(Malvankaret lovley, 2014 ; Ketep, 2012 ; Pocaznoi, 2012 ; Zhao et
al., 2017).
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(b)

Figure 15 : les différents modeéles de flux d'électrons le long de nanofils microbiens

(Malvankar and Lovley., 2014), :(a)chez S. oneidensis, (b) chez G.sulfurreducens

Des études a ce jour ont suggéré que la fonction des nanofils dans ces deux organismes est
remarquablement différente (Figure 15). Chez S.oneidensisLe modéle actuel pour la
conduction électrique le long des nanofils est le saut d'électrons entre les cytochromes (Figure

15a) malgré que la composition des filament est encore non spécifiée mais sont plus épais

(diametre de 50 a 150 nm) que les pili chez G. sulfurreducens(diamétre de 3 a 5 um) qui ont
une conductivité semblable a celle du métal (Figure 15b), mais les deux ont la méme capacité

de former un réseau conducteur a 1’intérieur du biofilm en se connectant aux autres bactéries

(Figure 16) (Malvankar and Lovley., 2014 ; Pocaznoi, 2012).
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Figure 16 : Transfert d’¢électrons via les pili chez Geobactersulfurreducens(Pocaznoi, 2012)
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5.2. Le transfert indirect des électrons :
Le transfert indirect des électrons de la cellule microbienne vers I'anode est un transfert a

distance, assuré par des molécules endogenes ou exogenes qui jouent le rdle de médiateurs
électrochimiques (Oliot, 2017 ; Pocaznoi, 2012). Il est important de préciser qu’un médiateur
¢lectrochimique est une molécule capable de s’oxyder et de se réduire en cycles successifs.
Sous sa forme oxydée le médiateur est capable de pénétrer dans la cellule bactérienne en
traversant la membrane cellulaire, d’accepter des ¢électrons d’un ou plusieurs porteurs
d’¢lectrons a I’intérieur de la cellule, de sortir de cette derniére sous forme réduite pour se

réoxyder a la surface de I’anode en lui transférant les électrons (Ketep, 2012).

a) Transfert indirect d’électrons par les médiateurs endogéenes :
De nombreuses bactéries sont capables de produire elles-mémes leur médiateur

électrochimique tel que les médiateurs endogénes produits par Shewanellaoneidensis sous
forme de flavines (riboflavine et de riboflavine-5’-phosphate) qui représente la voie majeure
pour les transferts extracellulaires de cette espece (Pinck, 2014). Et on a aussi
Pseudomonaseaeruginosa qui produit de la pyocyanine, un pigment identifié comme

responsable de I'activité électrochimique de cette bactérie (Oliot, 2017).

_____ A .
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-4 d’électrons
""" g v oxydé

Electrode

Med|at‘eur CP» Meédiateur @ Electron O Bactérie
endogéne endogéne
oxydé réduite

Figure 17 : Représentation schématique du mécanisme de transfert d’électrons entre une

bactérie et une électrode via des médiateurs endogenes (De Almeida Cournet, 2010).
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b) Transfert indirect d’électrons par les médiateurs exogénes :

De nombreuses bactéries sont incapables d’échanger les électrons avec une électrode comme
par exemple : Escherichia coli, Proteusvulgaris, Actinobacillussuccinogenes,
Erwiniadissolvens, Pseudomonas spp, Bacillus spp.,etc. Elles nécessitent donc I’utilisation de
médiateurs artificiels ajoutés dans les cultures microbiennes pour le transfert électronique
(Figure 18).

Les mediateurs artificiels les plus utilisés sont le rouge neutre, la thionine, le chélate de fer,
les dérivés de la quinone, la phénazine, la phénoxazine et la phénothiazine (Pocaznoi, 2012).

Le choix d’un médiateur artificiel doit satisfaire certains critéres :

- Saforme oxydée doit facilement pénétrer a travers la membrane.

- les cinétiques des réactions d’oxydation a 1’¢lectrode doivent étre rapides.

- son potentiel d’oxydo réduction doit étre proche de celui du métabolite
réducteur ;

aucune de ses formes oxydées ne doit interférer avec d’autres processus
métaboliques (Ketep, 2012).
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Figure 18: Représentation schématique du mécanisme de transfert d’électrons indirect entre

une bactérie et une éelectrode via des médiateurs exogenes (De Almeida Cournet, 2010).
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Un médiateur électrochimique accepte les électrons de composants réduits de la cellule et s’oxyde de
facon abiotique a I’anode a laquelle il transmet les électrons. Le médiateur effectue plusieurs cycles

successifs de réduction-oxydation. Dans la plupart des cas, les cellules qui utilisent des médiateurs

¢lectrochimiques n’oxydent pas le substrat (glucose) complétement en CO2.

5.3. Transfert d’électrons par I’oxydation d’un produit issu du métabolisme bactérien :
Certains microorganismes produisent des composés metaboliques riches en énergie tels que
I’hydrogéne, 1’éthanol, le formate, ou I’ammonium capables de s’oxyder abiotiquement a

I’anode.

C’est dans les années 60 qu’ont été mis au point les premiers biofilms anodiques faisant
intervenir 1’utilisation de 1’hydrogéne par les microorganismes. Cependant, la production de
courant était faible. Il y a quelques années, les travaux de Niessen ont permis d’obtenir de
fortes densités de courant en utilisant des bactéries du genre Clostridium (C.beijerinckii, C.

butyricum) ou Escherichia coli K12 productrices d’hydrogeéne.

Les résultats ont encore été améliorés jusqu’a 3 mA/cm? en utilisant des électrodes recouvertes
par du carbure de tungsténe qui est en outre un électrocatalyseur moins colteux

(Ketep, 2012). D’autres produits du métabolisme bactérien, comme le sulfate, sont utilisés par
les biofilms électroactifs. Le sulfate est réduit par des bactéries sulfato-réductrices en HS-ou

S2-(fonction du pH) qui eux s’oxydent directement a I’anode en S° (Dumas, 2007).
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H, /\
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® 200,
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Figure 19: Schéma du mécanisme indirect de transfert d’électrons par 1’oxydation d’un produit du
métabolisme bactérien (Pocaznoi, 2012).

6. Domaine d’application :
Les piles a combustible microbiennes pourraient étre utilisées dans plusieurs domaines :

traitement des eaux usées, des déchets ou encore utilisées dans des applications de niche.

» Traitement des eaux usées (station d’épuration)

Ces dispositifs sont trés riches en bactéries qui vont se nourrir de la matiére organique
contenue dans les effluents tout en produisant de 1’énergie par transfert d’électrons des
bactéries aux électrodes. L’énergie alors produite par ce processus bio-électrochimique de

nettoyage des eaux usées est ensuite convertie en électricité.

Certains réacteurs “grands volumes" et pilotes ont d’ores et déja été mis en place c’est le cas
du traitement des eaux usées de la brasserie Foster a Yatala en Australie 2008. Cette étude est
menée par I’Advanced Water Management Center a 1’universit¢ du Queensland sous la

direction deJurg Keller et KorneelRabaey.
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Figure 20: Pile a combustible microbienne tubulaire utilisant I’eau usée de la brasserie Foster
a Yatala en Australie (Hourizadeh, 2015). Le réacteur est constitué de douze modules tubulaires
de trois metres chacun pour un volume total d’un meétre cube. Le principe de fonctionnement est le
méme que I’étude réalisé au laboratoire par KorneelRabaey .On en sait peu sur ’efficacité de

dépollution et sur la production d’¢électricité.

> Deéchets/sols/compost :
Il'y a des chercheurs qui travaillent sur le traitement des déchets de mais. Aprés les recherches

ils ont obtenu des résultats qui montrent que des hydrolysats de fourrage de mais possédent un
excellent potentiel en tant que substrats pour la production d'électricité dans les piles a

combustible microbiennes (Dumas, 2007).

7. Les avantages de la pile & combustible microbienne

Les piles a combustible microbiennes ont plusieurs avantages :
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un systeme plus économique et moins codteux car les microorganismes contenus
dans I’inoculum remplacent les catalyseurs minéraux aux électrodes souvent

relativement chers.

le rendement de conversion de 1’énergie chimique contenue dans le substrat en

électricité peut étre elevé

les réactions aux électrodes ont lieu a température ambiante

la cathode pouvant étre passivement aérée dans le cas des piles a oxygeéne, cette

technologie ne nécessite pas d’apport d’énergie pour 1’aération (Ketep, 2012).
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Matériels Et Méthodes

1. Choix des matériaux, milieu et souches :
1.1. Le milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé est le milieu LB « LuriaBertani ».Sa composition est présentée
dans le Tableau 1.Le pH du milieu est ajusté a 7-7,02 (Figure21).
Le milieu LB est un milieu riche qui permet la croissance de toute les bactéries d’ou son choix

dans ce travail.

Tableau 1 : composition du milieu de culture LB (les quantités pour 1L).

composants Concentration g/l
Trypton 10
Extrait de levure 5
NaCl 5

1.2. Les souches :

Les souches Shewanellaoneidensis MR-1 et Exiguobacteriumsp.ont été fournies par le
laboratoire de Bio-ingénierie des protéines (BIP), Marseille, France (Arabetet al., 2014,
Arabetet al., 2018). La souche MR-1 de S. oneidensisa été isolée du port de Marseille,
(France), alors que celle de Exiguobacterium a été isolée du sol du Sahara algérien
(Arabetetal., 2018). .

> ShewanellaoneidensisMR-1 :

L’espece Shewanellaoneidensis MR-1a été découverte en 1988dans le lac Oneida (état de
New-York, USA) et dans la Mer Noire. Les bactéries du genre Shewanellasont des
protéobacteries, ubiquitaires et sont toutes des bacilles a Gram négatif, anaérobies
facultatives. Sa température optimale de croissance se situe entre 28 et 40°C et elle est
neutrophile se développant dans des pH avoisinant la valeur de 7. Elle est non fermentaire et a
respiration obligatoire. La respiration se fait alors par la réduction de différents métaux,

comme le manganése ou encore le fer, que la bactérie utilise comme accepteurs finaux
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d’électrons (Alice ; 2012). Shewanellaoneidensis peut survivre dans différents milieux
environnementaux, comme les eaux douces mais aussi les eaux salées, avec des quantités de
Na CIl allant jusqu’a 35g/L. Cependant la bactéric se développe d’avantage dans des
conditions de salinite faibles.

Shewanellaoneidensisreprésente un bon modele pour étudier les propriétés électrochimique de
biofilms électro-actifs en raison de sa capacité a adhérer a des surfaces solides conductrices et
ce avec une cinétique rapide. Cette bactérie est également caractérisée par une sécrétion d’un
médiateur redox« FLAVINE » qui permet un transfert d’électrons efficace entre les bactéries
d’un biofilm (Babautaetal., 2011 ; Pinck , 2014).

S. halifaxensis, S. frigidimarina
S. sediminis S. baltica strains, S. denitrificans

ANA-3
. “.; .1‘. .'“‘ ‘
MR-4, MR-7 e
W3- 81 1 . 2

2

CN- 32\,. o~ “ 8. piezotolerans
\ 'S pealeana \p s o /
\ : R
S. woodyi ‘L
S. loihica

S. amazonensis

S. benthica

Figure 22: Planispheére associant les différentes souches du genre Shewanella et leurs lieus de
découverte. «<MR-1»correspond a la souche Shewanellaoneidensisque nous avons utilisé pour
notre étude (Honore, 2017).

Page 28



Matériels Et Méthodes
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Figure23 : Cellule de Shewanellaoneidensis observée par microscopie électronique (Honore,
2017).

S.oneidensis est dotée d’un flagelle polaire qui lui permet de se déplacer vers des milieux plus

favorables.

» Exigoubactériumsp.:

Exiguobacterium est un genre de bactéries a Gram positif, souvent pigmentées avec une
morphologie variable et qui se trouvent dans divers habitats y compris des environnements
extrémes tels que 1'Arctique et les zones trés salées comme 1’Atacama désert (Castro-
Severynet al., 2017).

La premiére espéce isolée de ce genre était Exiguobacteriumaurantiacum.Certaines espece
d’Exiguobacterium sont liées a la production d'une enzyme extréme qui est utilisée comme
aliment pour la croissance de certaines plantes. En outre, ce genre a une grande capacité a
croitre sur une large gamme de températures ce qui en fait un modele pour les études

évolutionnistes et biotechnologiques. (Lopez-Cortes et al., 2005).
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- —

Figure 24 : les cellules d’Exigoubactérium observé par le microscope électronique
(Morgan ,2017).

1.3.Les électrodes

> L’anode :

Le choix du matériau de ’anode a été réalisé a partir des recherches scientifiques. Le
matériel choisis pour I’anode est la mousse de carbone. Cette derniere est caractérisée par
sa biocompatibilité, c’est a dire que les bactéries peuvent se développer par-dessus et
former un biofilm a son contact. La mousse de carbone est chimigquement stable dans
I’¢lectrolyte (dans ce cas, le milieu de culture méme) et son plus grand avantage c’est

qu’elle est facile a utiliser (Bouabdalaoui, 2013 ; Dumas, 2007 ; Ketep, 2012).

> La cathode :

La cathode est fabriquée par deux éléments principaux : le fil de titane et la plaque de

cuivre. Ces deux choix ont été faits pour les raisons suivantes :

- En ce qui concerne le cuivre ;ce métal peut ne pas étre le meilleur choix en raison de

la possibilité de réagir avec le milieu de culture et d’étre également consommé par les
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bactéries, notamment la souche MR-1 de S. oneidensisconnue pour sa capacité a
utiliser les métaux. Cependant, le cuivre demeure un excellent conducteur électrique.
C’est un métal semi-noble, résistant a 1’oxydation et semi-précieux et donc peu chers
et disponible sur le marché algérien.

Pour le fil de titane, ce métal est caractérisé par sa conductivité et son inertie
électrochimique. Cette caractéristique en fait le meilleur choix pour de telles

manipulations. Cependant, il reste un métal relativement cher.

Le fil de titane a été donc utilisé pour relier la mousse de carbone (anode) a la plaque de

cuivre (cathode).

2. Méthodes de travail :

2.1.

Isolement des souches bactériennes et culture en aérobiose :

Dans des erlens de 50 ml des précultures de chaque souche ainsi que celle du mélange (Mix)

des deux souches, sont réalisées comme suit : (Figure 25)

Premier erlen : 30 ml de milieu LB + la souche shewanellaoneidensis MR1.
Deuxieme erlen : 30 ml de milieu LB + la souche Exiguobacteriumsp.

Troisieme erlen : 30 ml de milieu LB + le mix (S.oneidensis MR1+

Exiguobacteriumsp.).

Les précultures sont incubées & 30°C sous agitation a une vitesse de 150 rpm jusqu’a ce que

la densité optique (Do) mesurée a 600 nm atteigne 0.3-0.6. Ces valeurs correspondent a la

phase exponentielle de la croissance bactérienne, étape pendant laquelle les cellules

bactériennes atteignent le maximum de leurs activités métaboliques et biochimiques (Dumas,

2007). Ensuite 100 pl de chaque préculture utilisée pour inoculer de grands volumes (150

ml) de LB qui feront le systéeme électrochimique.
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(A) (B)
Figure25 : Culture des souches dans le bouillon LB

(A) :Les trois précultures MR-1, Exiguobacteriumsp.et le Mix (de gauche a droite)

(B) : L’incubation des cultures a 30 °C sous agitation.

2.2. Préparation des bocaux :

Pour le montage de la pile, des bocaux en verre d’un volume d’environ500 ml ont été
utilisés comme récipient du systéme. Les ustensiles ont été stérilisés dans un four pasteur a

une température de 180 °C pendant 1 heure.

2.3. Préparation des électrodes :

Le montage nécessite I’utilisation de deux électrodes :

a) L’anode : Dans des conditions stériles, la mousse de carbone est coupée en morceaux (six
morceaux) proportionnellement a la surface de la base du bocal utilisé. chague morceau

est relié avec un fil de connexion en titane (Figure 26 (A)).

b) La cathode : la plaque de cuivre a été coupée en petits morceaux d’environ 3cm de
longueur et 1cm de diamétre. Elle est ensuite soudée a I’extrémité du fil de titane a 1’aide

d’un fer a souder. Cet ensemble représente la cathode (Figure 26 (B)).
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File de
titane

Plaque
en cuivre

La mousse
de carbone

Figure 26 : les deux électrodes utilisées dans le montage

(A) I’anode , (B) la cathode.

3.L’architecture de la pile microbienne :

- Dans des conditions d’asepsie la mousse de carbone est placée au fond des bocaux en
verre. Le fil de titane déja reli¢ a I’anode est alors attaché au bord de 1’ouverture du bocal
de verre comme indiqué dans la figure 27 et par le méme principe on place la cathode.

- Apres la fixation des électrodes, les cultures bactériennes déja préparées sont versées dans
le systéme. Au total, trois bocaux et donc trois piles semi microbienne (due que la plaque
de cuivre est une cathode abiotique) sont construites :Shewanellaoneidensis MRL,
Exigoubacterium sp.et le mix des deux souches.

- En utilisant un multimétre, une premiere mesure du courant est réalisée pour confirmer
qu’il n’y a pas de contact direct entre les deux pdles de la pile et donc pour éviter tout
éventuel court circuit.

- Finalement, les trois bocaux sont hermétiquement fermés par du parafilm pour éliminer le

plus possible le passage d’oxygene (figure 28 (a)).
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Figure27 : le montage général des électrodes de la pile microbienne.

» Dans une seconde expérience, le méme montage est refait en ajoutant une couche d’huile
de paraffine (figure 28 (b)). Ceci permet d’isoler les cultures de la zone oxygénée du
systtme dans 1’objectif que toutes les réactions biochimiques se déroulent dans des
conditions de micro aérobie. les bocaux sont enfin hermétiquement fermés avec du
parafilm.
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La couche d’huile de
paraffine

(b)
Figure 28 : montage final de la pile a combustible semi microbienne
(@) En aérobie

(b) En micro-aérobie

> Dans une troisieme expérience, une pile completement microbienne été réalise dans le but

de compeére leur rendement avec les piles semi microbienne ; dans cette pile la plaque de
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cuivre qui représente la cathode été remplacé par un petit morceau de la mousse de
carbone comme indiqué dans la figure 29.

La cathode
en mousse de
carbone

La
suspension

bactérienne
(le mix)

L’anode en
mousse de
carbone

Figure 29 : le montage final de la pile & combustible completement microbienne.

-Des mesures de voltage de chaque pile sont faites en utilisant un multimetre. Les prises
de tension sont réalisees toutes les 24 heures et une courbe de production de courant
électrique est ensuite tracée.
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Résultat Et Discutions

Dans I’objectif de trouver une alternative efficace, économique et surtout, écologique aux
sources d’énergie non-renouvelables, beaucoup de laboratoires de recherche de part le monde se
sont penchés sur I’exploitation des capacités extraordinaires des microorganismes et notamment
les bactéries. L’optimisation des piles a combustible microbiennes est devenue alors, une

thématique de concurrence entre les chercheurs

De maniére conventionnelle, la composition d’une pile & combustible microbienne est comme

suit :

» Une cellule électrochimique
» trois électrodes (une électrode de travail, une contre électrode et une électrode de
référence). Ces ¢lectrodes doivent étre constituées d’une maticre électrochimiquement

stable et compatible.

Le tout, plongé dans un bocal en verre appelé réacteur qui contient un milieu de culture riche.
Le milieu de culture est ensuite inoculé par des microorganismes qui sont essentiellement
électroactifs. Tres souvent, les bactéries utilisées dans de telles expériences appartiennent aux

genres Geobactere et Shewanella. Aprés la mise en place de ce montage, la création de

I’anaérobiose se fait par une injection d’azote (N2) pendant 20 minutes sous agitation.

Les électrodes sont enfin reliées a un potentiostat pour le lancement des mesures : voltameétre
cyclique, chronométrie potentiométre, chronométrie ampéremetre dans le but de suive le
comportement électrochimique des microorganismes (Bertello, 2016 ; Dumas, 2007 ; ketep,
2012).

Dans notre travail, nous nous sommes fixés comme objectif le montage d’une pile a

combustible microbienne avec les moyens disponibles dans nos laboratoires de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université des Fréres Mentouri-Constantine. En effet, en
raison du manque de la cellule électrochimiques et les dispositifs de mesure spécialisés, nous

avons concu un montage simplifié (Figure 29).

Pour abordé le sujet, nous nous sommes particulierement intéressées a la méthode du suivi du
comportement ¢électrochimique des microorganismes. Nous avons alors choisi 1’utilisation
d’un multimétre qui mesure le courant entre les électrodes et détermine ainsi la différence du
potentiel. Ce dernier refléte la circulation des électrons libérés suite aux différentes réactions

biochimiques élaborées par les cellules bactériennes.
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Dans un deuxiéme temps, Nous avons opté pour 1’utilisation de deux électrodes au lieu de
trois. L’une est composée de la mousse de carbone (anode) et I’autre d’une plaque de cuivre
(cathode). Une série d’essais a permis ensuite d’évaluer a la fois, I’effet des différents supports
bactériens sur la production d’¢électricité ainsi que celui de la présence d’une petite concentration
d’oxygene. Le manque de moyens pour la création de I’anaérobiose, nous a obligées de travailler

en micro-aérobiose.

Finalement, Six biopiles semi-microbiennes ont été montées : trois en micro-aérobiose et trois
en aérobiose total. Le micro-aérobiose a été généré par ’ajout d’une couche de huile de
paraffine. Cette derniére avec sa trés haute densité bloque I’entrée de toute sorte de gaz y
compris I’oxygene. La septieme pile représente une pile complétement microbienne ou les deux

électrodes sont composeées de la mousse de carbone.

L’objectif consiste a valider le dispositif expérimental en étudiant le comportement

électrochimique en aérobiose et en micro-aérobiose en utilisant :

» S.oneidensis MR1.
» Exiguobacterium sp.

» Mix (S.oneidensis MR1 + Exiguobacterium .sp).

Les mesures des courants électriques ont été alors réalisées sur huits jours et les résultats sont

décrits dans les tableaux et les graphes suivants :

1. Résultats obtenus en micro- aérobiose :

Tableau 2 : Mesures du courant électrique en volt produit par une pile a combustible semi

microbienne en micro-aérobiose.

Temps Shewanella MR-1 Exiguobacterium Mix (volt)
0 0 0.085 0.14

1 jour 0.11 0.17 0.28

2 jours 0.032 0.19 0.34

3 jours 0.077 0.33 0.17

4 jours Week-end Week-end Week-end

5 jours Week-end Week-end Week-end
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6 jours 0.09 0.39 0.28
7 jours 0.08 0.38 0.34
8 jours 0 0.38 0.33

Figure 30: mesures du courant électrique en volt produit
par une PAC semi microbienneen micro-aérobiose
0.4
0,35
0,3
0,25 -
Volt 0,2 shew
0,15 exiguo
0.1 mix
0,05
0 -

Comme le montre le graphe, un courant électrique a été mesuré deés le premier jour aussi bien

pour la souche MR1 de Shewanella (0,11 V) que pour la souche d’Exiguobacterium

(0,17 V). Ceci peut étre expliqué par le fait que les souches n’ont pas eu besoin de temps
d’adaptation au milieu vue qu’elles y étaient déja cultivées.

Pour la souche MR1, une chute brusque du potentiel a été observée pendant le deuxiéme jour.
C’est le cas de la souche d’Exiguobacterium pendant le troisiéme jour de mesure.
Cependant, le courant reprend le jour qui suit. Cette chute du potentiel demeure pour I’instant

sans aucune explication.

A partir du troisieme jour, la production électrique reprend son cours. Il est tres claire sur le
graphe que le potentiel produit par la souche MR1 connait une certaine stabilité jusqu’au
septieme jour avant de tendre vers le zéro au bout du huitiéme et dernier jour de mesure. Ceci
pourrait étre expliqué par la difficulté que rencontre Shewanella oneidensis dans la formation
des biofilms sur des supports solides (mousse de carbone dans ce cas). En effet, les bactéries du

genre Shewanella sont trés connues pour leur capacité a former des biofilms sur des supports
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plutdt liquides (Armitano et al., 2013). La valeur nulle obtenue au dernier jour de mesure

pourrait étre due a I’épuisement du milieu de culture.

En ce qui concerne la souche d’Exiguobacterium, cette souche produit un potentiel presque
sept fois plus important que celui produit par la souche MR1 et continue a produire de 1’énergie
méme apres le huitieme jours. Le fait que cette bactérie soit isolée du Sahara Algérien, ceci
pourrait expliquer sa grande résistance aux différents stress. La souche issue d’un milieu pauvre
en matiére organique et minérale consommerait lentement et efficacement le milieu de culture
ce qui pourrait lui permettre de survivre plus longtemps, d’ou la production d’électricité au-dela
du huitieme jour de mesure. En plus, les bactéries appartenant au genre Exiguobacterium sont
souvent isolées de milieux extrémes et donc décrites pour leur tres grande résistance

(CastroSeveryn et al., 2017).

Ce qui concerne le Mix, il est tres claire sur le graphe qu’il produit un potentielle important que
celui produit par la souche MR1 et continue a produire méme apres le huitieme jours. Vue les
résultats obtenus par les souches séparées, il est incontestable que la production d’électricité
dans le Mix est surtout due a la souche d’Exiguobacterium. Il est probable que cette derniére
aide la souche MR1 a mieux résister aux conditions du milieu. En effet, il est connu dans la
littérature que les biofilms formeés par un mélange de bactéries sont plus résistants en raison de
la communication inter-bactérienne qui se crée au sein de ces structures, ce qui pourrait étre le

cas dans notre montage.

En matiére de « quantité » du courant électrique produit dans le cas d’Exiguobacterium, la
tension de la pile augmente significativement jusqu’a atteindre une valeur maximale de 0.38V
Cette phase d’augmentation pourrait étre attribuée au développement des biofilms électroacrifs

sur ’anode et a la mise en place des mécanismes d’oxydoréduction.

2. Résultats obtenir en aérobiose :

Tableau 3 : Mesures du courant électrique en volt produit par une pile a combustible semi

microbienne en aérobiose.

Temps Shewanella MR-1 Exiguobacterium Mix (volt)

0 0 0 0
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1 jour 0.35 0.12 0.31
2 jours 0.33 0.07 0.35
3 jours 0.40 0.17 0.36
4 jours Week-end Week-end Week-end
5 jours Week-end Week-end Week-end
6 jours 0.1 0.25 0.25
7 jours 0.1 0.30 0.29
8 jours 0 0.35 0.34

Figure 31:mesure du courant électrique en volt produitpar une
PAC semi microbienne en aérobiose

0,45
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0,35 |
03 |

0,25
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exiguo
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0,05 -

mix

0 1 2 3 4 5 6 7 8
temp(j)

Comme le montre le graphe, dans ce cas également un courant électrique a été mesuré des le
premier jour aussi bien pour la souche MR1 de Shewanella (0,35 V) que pour la souche
d’Exiguobacterium (0,12 V) et le Mix (0,32V).

D’une maniere inattendue, le comportement des trois compositions bactériennes en aérobiose
était complétement semblable a ce qui a déja eté observé en micro-aérobiose. Il est mentionne
dans la littérature que la présence de 1’oxygene influence négativement le rendement des piles
a combustible microbienne. L’O2 prend en effet le role de 1’accepteur final d’électrons et
empéche ainsi le passage des €lectrons vers les électrodes. Dans notre cas, la présence d’oxygeéne

n’a pas significativement influencé les résultats. Il se pourrait que notre méthode de créer
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I’anaérobiose (couche de paraffine) ne soit pas tres efficace et que les valeurs de voltage obtenu
ne reflétent que le peu d’électrons échappés de 1’0O». Cette probabilité pourrait aussi expliquer

les faibles quantités du courant produit.

3. Résultats obtenus de la pile complétement microbienne

Tableau 4 : mesures du courant électrique en volt produit par une pile & combustible

totalement microbienne en aérobiose.

Temps Mix (volt)

0 0.025
1 jour 0.035
2 jours 0.043
3 jours 0.057
4 jours Week-end
5 jours Week-end
6 jours 0.046
7 jours 0.07
8 jours 0

Figure 32 : Mesures de courant en volt produitpar une
PAC totalement microbienneen aérobiose.
0,08
0,07 -
0,06
0,05 +
Volt 0,04 -
0,03 - Mix
0,02 -
0,01
0
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Pour tester la pile complétement microbienne, nous avons choisi le Mix des deux souches car
il donnait les meilleurs résultats. Nous avons alors observé une production de courant électrique
beaucoup plus faible a ce qui a été obtenu avec les piles semi-microbienne et dans les deux
conditions de montage. La valeur du voltage n’a pas ainsi dépassée les 0,07 V. Il a été également
observé plusieurs phases de perturbations ou le courant électrique augmentait et diminuait de

maniéere trés fluctuante.

Il est probable que le fait que les deux électrodes soient formées de mousse de carbone ralentie
le passage des ¢lectrons d’une part a I’autre du montage. La conductivité du cuivre demeure en
effet beaucoup plus importante que celle de la mousse de carbone. 1l serait trés intéressant de
pouvoir tester ce type de pile au-dela du huitiéme jour. Dans ce cas, la présence d’un systéme

d’alimentation en milieu et en azote serait indispensable.
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Conclusion Et Perspective

Ce travail de projet de master a été consacré a la conception de piles a combustible
microbiennes pour la production d’électricité par 1’utilisation de deux bactérie électro actives :

Shewanella oneidensis la souche MR-1 et Exiguobacteriumsp.

Nous avons pu concevoir un nouveau montage de la pile a combustible microbienne adapté

a nos moyens tout en gardant le principe géenéral du montage conventionnel.

La bactérie Exiguobacterium sp. Permet d’atteindre de trés bonnes densités de courant en pile
semi- microbienne soit en micro aérobiose (0.35V) ou en aérobioses (0.38 V) par rapport a la
souche S.oneidensis MR-1 qui donne une tension faible en micro aérobiose (0.1 V) ou en
aérobiose (0.077 V).

Le mélange entre les deux souches des bactéries donne de meilleurs résultats que

’utilisation d’une seule souche

Ce travail n’est qu’une ébauche pour d’autres expérimentations plus approfondies.

e |l serait important de tester de nouvelles gammes de milieu en augmentant la
concentration en sel. En effet, la souche Exigubacterium est connue pour sa résistance a la
salinité et la présence de fortes concentrations en sel pourrait favoriser le passage des
électrons entre les électrodes.

e Il serait indispensable d’isoler des souches de sahara car elles ont une importance
résistance

e Dr’utiliser des électrodes couvertes de nanotube de carbone ; 1’utilisation d’électrodes
modifiées est également une approche possible pour augmenter les interactions entre les
cultures et 1’électrode de travail.

e Enfin, De renouveler le milieu de culture régulierement pour tester la capacité des

bactéries produire un courant de plus en plus élevé.
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Abstract:

Microbial fuel cells are bio-electrochemical systems that transform the chemical
energy contained in organic components into electrical energy from oxidationreduction
reactions. Microorganisms that are able to provide this process are usually organized in
a biofilm where they play the role of biocatalysts. In the fuel cell technology,
microorganisms, especially bacteria, release protons and electrons that can be
transferred to the electrodes.

In this work, the experiments were carried out in semi-microbial electrochemical
device using the electroactive strains: Shewanella oneidensis MR-1 and
Exiguobacterium sp. in micro-aerobiosis and aerobiosis media. The results showed that
Exiguobacterium sp. produces a potential almost seven times greater than that produced
by the MR1 strain. This may be due to the high resistance of Exiguobacterium to bad
conditions and the difficulty encountered by Shewanella oneidensis in the formation of
biofilms on solid supports.

A second experiment was carried out by the realization of a completely microbial fuel
cell by the use of a mix between the two strains, suggests that the potential produced by
the semi-microbial fuel cell is more important compared to the potential produced by
the completely microbial fuel cell. This may be explained by the possibility that copper
plate provides more conductivity to the flow of electrons than carbon foam.

This work was just the beginning for other experiences. It would be very interesting
to improve the profitability of our electrochemical system and better understand the
interaction between our two strains of interest. Bacteria isolated from the Algerian
Sahara seem to be a good target to optimize this kind of fuel cell.

Keywords: Microbial fuel cell, Shewanella oneidensis MR 1,
Exiguobacterium sp., Biofilm Electroactivity, Energy, Electrodes.
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