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Résumeé

La pile a combustible microbienne représente un dispositif électrochimique, qui
utilise 1’action catalytique des bactéries organisées en biofilms pour réaliser 1’oxydation
de composés organiques et produire un courant électrique. Ces bactéries sont qualifiées
d’¢lectroactives car elles sont capables de transférer des électrons en dehors de leurs
cellules.

Dans ce travail, les expériences ont été effectuées en dispositif électrochimique
microbien inoculé par la souche électroactive proche de: Exiguobacterium sp, en
microaérobiose. Dans la premiére manipulation en utilisant deux systémes : systeme a
compartiment unique et systétme a compartiment séparé. Les résultats ont montré
que le systéme unique donne un potentiel tres élevé que celui donné par le systéme
séparé. Ceci pourrait étre en raison de la séparation totale entre 1’anode et la cathode
dans le deuxieme systeme.

Dans la seconde manipulation, I’architecture de la PACM est fixée comme
systeme unique. Un autre paramétre a été étudié, Il s’agit de I’influence de la surface de
la mousse de carbone sur le rendement de la pile. Pour cela, deux surfaces différentes ont
été testées : 18cm? et 50cm?. D’une maniére inattendue les résultats ont montré que
I’augmentation de la surface de la mousse de carbone n’améliore pas considérablement
le rendement de la pile. Plusieurs facteurs pourraient étre incriminés dans ce résultat, en
I’occurrence le temps de mesure choisi.

Le concept n'est pas nouveau et plusieurs travaux similaires ont déja été réalisés.
Cependant, les résultats varient selon les parametres étudiés et le matériel utilisé. Quoi
qu'il en soit, les tensions électriques fournies par ces piles microbiennes ne sont pour
I'instant que tres faibles. Il s'agit simplement d'une étape montrant qu'il est possible de
mettre en place de tels procédés.



Abstract

The microbial fuel cell represents an electrochemical device, which uses the catalytic
action of bacteria organized in biofilms to effect the oxidation of organic compounds and to
produce an electric power. These bacteria are called electroactive because they are able to
transfer electrons out of their cells.

In this work, the experiments were carried out in microbial electrochemical device
inoculated by the electroactive strain close to : Exiguobacterium sp, in microaerobiosis. In the
first manipulation using two systems : single compartiment system and separate compartiment
systyem. The results showed that the unique compartiment system is able to produce more
important eletric power than the separate compatiment system. This could be because of the
total separation between the anode and the cathode in the seconde system.

In the second manipulation, the single compartiment system was chosen to be tested
under another parameter which is the influence of the surface of the carbon foam on the
efficiency of the pile. For this, two different surfaces were tested: 18cm? and 50cm?2.
Unexpectedly, the results showed that increasing the surface of the carbon foam does not
significantly improve the efficiency of the PACM. Several factors could be incriminated in
this result, for instance, the measurement time chosen.

The concept is not new and several similar works have already been done. However,
the results vary according to the parameters studied and the equipment used. Anyway, the
electrical voltages supplied by these microbial cells are for the moment only very small. It is
simply a step showing that it is possible to set up such processes.
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Introduction générale

L’énergie est I’un des enjeux décisifs du monde moderne. En effet, ’accroissement de
la population, ainsi que le développement des pays émergents, participent a I’augmentation de

la demande en énergie et a la raréfaction des ressources naturelles.

Aujourd’hui, I’économie internationale repose fondamentalement sur 1’exploitation des
sources d’énergie primaires. Il s’agit principalement du pétrole, du gaz naturel, du charbon et
de I’énergie nucléaire. Cette exploitation massive met en danger toute la planete Terre, car ces
sources d’énergie non renouvelables sont trés polluantes, chéres et surtout présentent en
quantité limitée. Ces inconvénients, nous obligent a se remettre en question par rapport a
notre systéme énergétique, et a «discipline » nos facons de produire et de consommer

I’énergie.

Le monde de la recherche a activement orienté ses efforts vers 1’étude et la création de
solutions alternatives et renouvelables qui permettraient la production d’une énergie plus
saine et moins colteuse. L’une de ses solutions repose sur la capacité qu’ont certaines
bactéries, dites électroactives, a libérer des électrons lorsqu’elles consomment de la matiere
organique. Des laboratoires de recherche, utilisent donc ces bactéries pour générer de

I’électricité dans des piles a combustibles microbiennes.

Notre projet de Master s’inscrit dans cette thématique. L’objectif était de proposer une
optimisation d’une pile a combustible microbienne déja ¢€laborée au niveau de notre
laboratoire. D’abord, en améliorant la conversion de la matiére organique en énergie
électrique a travers des choix technologique fiable et a faible colt. Ensuite, en choisissant
deux aspects en termes d’architecture : une architecture & compartiment séparés et une autre
architecture a compartiment unique, dans le but d’améliorer la circulation des éléments

électroactifs et par conséquent, d’augmenter la rentabilité de la pile.

En second lieu, nous avons choisi d’agir sur un facteur fondamental. Il s’agit du
changement d’un paramétre trés essentiel qui est la surface de I’anode (la mousse du carbone)
en essayant de donner plus de surface aux bactéries testées toujours dans un objectif

d’augmenter la rentabilité.
Le manuscrit se présente en cing chapitres:

v Le premier chapitre représente une synthese bibliographique sur les différents types

d’énergies renouvelables et non renouvelables.
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Introduction générale

Le deuxiéme chapitre est basé sur la technologie de la pile a combustible microbienne,
les composants des piles, leur systeme de fonctionnement et les domaines
d’application.

Le troisieme chapitre explique les étapes de la formation du biofilm et la propriété
électroactive des bactéries et certaines notions sur le biofilm.

Dans le quatrieme chapitre, nous présentons les dispositifs expérimentaux et les
caractéristiques des matériaux utilisés.

Le cinquiéme chapitre détaille les résultats obtenus dans notre étude et leur
interprétation scientifique.

Finalement le manuscrit se termine avec une conclusion.
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Chapitre 1 : L'énergie

L’énergie dans le monde représente un enjeu majeur dans presque tous les domaines,
que c¢a soit dans le domaine politique, scientifique, environnemental et surtout dans le
domaine économique.

1. Définitions de I’énergie :

Le mot énergie vient du grec « energeia » et signifie "Force en action”. C’est le moteur
des phénomeénes naturels : la croissance des plantes, le vent, les courants des riviéres, les
vagues, la chute d’objets....etc. Sa propriété principale est de pouvoir étre convertie d’une
forme en une autre. Elle n’est jamais ni créée ni détruite au cours du temps. L unité de mesure
de I’énergie est le Joule (J) selon le systéme international, mais elle s’exprime le plus souvent
en kilowattheure (KWh).

Dans la nature 1’énergie se trouve sous diverses formes: énergie électrique,
mécanique, cinétique, chimique. Aussi les sources d’énergie sont également trés diverses :
énergie non renouvelable (fossiles, nucléaire) et énergie renouvelable (éolienne, solaire,
géothermique, hydraulique et biomasse) (Ulmet, 2014 ; Villain, 2018).

1.1 L’énergie renouvelable :
L’énergie renouvelable représente un ensemble de sources d’énergie qui sont
inépuisables, largement disponibles et essentiellement gratuites.

1.1.1 L’énergie solaire :

L’énergie solaire est la source énergétique la plus abondante sur terre. Cette énergie
permet de produire de I'électricité a partir des panneaux photovoltaiques ou des centrales
solaires thermiques, grace a la lumiére du soleil captée par des panneaux solaires (Figure 1).
Ce qui lui vaut d'étre classée parmi les énergies renouvelables. Les centrales solaires
thermodynamiques utilisent la concentration optique du rayonnement solaire direct pour
produire de la vapeur d’eau a haute température. Cette derniére est ensuite utilisée
directement comme fluide de travail d’un cycle thermodynamique (Déruelle, 2002 ;
Aurousseau, 2016).

Figure 1 : Ferme solaire de 6MWsur terrain de 11 Ha dans la Dréme, en France, installée en
2011(durée d’exploitation prévue : 30 ans) (Van den hende, 2018)
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1.1.2 L’énergie éolienne :

L'énergie éolienne est produite par des aérogenérateurs qui captent a travers leurs pales
I’énergie cinétique du vent et entrainent elles-mémes un générateur qui produit de I'électricité
d'origine renouvelable (Ameziane, 2009).

1.1.3 L’énergie géothermique :

Elle recouvre I’ensemble des techniques qui permettent de récupérer la chaleur
naturellement présente dans le sous-sol terrestre. Par 1’utilisation d’un capteur géothermique,
constitué des tubes en polyéthylene ou en cuivre gaine, ces tubes étant déroulés ou enterré
dans le sol, afin de capter la chaleur du sol pour la transmettre a une pompe a chaleur de
chauffage (Alami, 2017).

Il existe deux types de capteurs géothermiques (Figure 2 et Figure 3) :

e Capteur géothermique horizontal.
e Capteur géothermique vertical.

Figure 2 : Capteur géothermique horizontal Figure 3 : Capteur géothermique vertical
(Alami , 2017)

1.1.4 L’énergie hydraulique :

C’est la source d'énergic renouvelable la plus utilisée. Cette énergie
fonctionne presque comme I'énergie éolienne : le mouvement de I'eau fait tourner une turbine
qui produit de I'électricité (Figure 4). Plus l'eau coule vite, plus I'énergie produite est
importante. En effet, la quantité d'énergie produite dépend de la pression et du volume d'eau a
disposition.
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Chapitre 1 : L'énergie

C'est une énergie qui n'émet pas de gaz a effet de serre, elle est utilisable rapidement
grace aux grandes quantités d'eau stockée et c'est une énergie renouvelable tres économique a
long terme (Huynh Quang, 2013).

Barrage

Bassin supérieur

v Ligne haute tension

Altemnateur - Générateur

Turbine - Pompe Transformateur

Conduite forcée

Bassin inférieur

Figure 4 : le principe de fonctionnement des centrales hydroélectrique(Tahir et Dahouche,
2015)

Le principe de fonctionnement d'une centrale hydroélectrique consiste a stocker I’eau puis a
canaliser le cours d'eau vers une turbine reliée a un alternateur puis a un transformateur qui
produit de I'électricité destinée au réseau électrique.

1.1.5 La biomasse :

C’est la forme d'énergie la plus ancienne utilisée par I'nomme depuis la découverte du
feu. Ce type d’énergie couvre toutes les matiéres d’origine biologique employées comme
combustibles pour la production de chaleur, d’électricité ou de carburants.

L’avantage de la conversion énergétique de la biomasse, par rapport aux autres sources
énergétiques renouvelables, réside dans le fait qu’en plus de la production d’énergie, elle
participe activement au traitement des déchets organiques contribuant ainsi a la réduction de
I’impact de nos activités sur I’environnement (Mancini, 2006).

1.2 Les énergies non renouvelables :

Une source d'énergie est dite non renouvelable en raison d'un trés long processus de
formation s'étalant souvent sur des millions d'années. Ces combustibles sont issus de la
décomposition de matiére organique (plantes et animaux) dans le sol en milieu anaérobie.
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Chapitre 1 : L'énergie

1.2.1 L’énergie fossile :

Cette énergie regroupe : le pétrole, le charbon, et le gaz naturel. Elles sont le résultat
de la décomposition des déchets organiques (plantes et animaux) qui ont vécu sur terre il y a
des centaines de millions d’années, sous une forte pression et une forte chaleur.

1.2.2 L’énergie nucléaire :

L'énergie nucléaire dépend d'un combustible fissile. Elle permet de produire de I'électriciteé,
dans les centrales nucléaires, appelées centrales électronucléaires, grace a la chaleur dégagée par la
fission d'atomes d'uranium. Sous le flux de neutrons, I’uranium subit des fissions formant des
noyaux de masse inférieure a celle de I’'uranium et générant de nouveaux neutrons.

Ainsi, la différence est dissipée sous forme de chaleur qui est ensuite utilisée pour faire tourner des
turbines générant de 1’électricité (Guillet et Guérin, 2008; Villain, 2018 ; Barré, 2019).

Depuis le XXeme siécle I'exploitation massive des énergies fossiles, fait augmenter
la concentration de dioxyde de carbone dans I'atmosphere. Cette concentration anormale en
CO; amplifie I'effet de serre et provoque le changement climatique.

Cela fait aujourd’hui plus de 20 ans que la communauté scientifique a tourné son
effort de recherche vers la création d’énergies alternatives visant a compléter, voire a
remplacer 1’utilisation de composés fossiles (pétrole, gaz, charbon). Parmi ces alternatives, la
technologie de la pile a combustible microbienne.
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Chapitre 2 : La pile a combustible microbienne

1. Notion de pile :

Une pile est un appareil transformant directement I'énergie développée dans une

réaction chimique en énergie électrique.

2. Pile a combustible :

Une pile a combustible est un dispositif électrochimique qui transforme I’énergie
chimique en énergie électrique tant qu’un combustible et un oxydant sont fournis.

Les principes électrochimiques de la pile & combustible peuvent étre facilement

illustrés par I’exemple de la pile a hydrogene (Figure 5) (Cercado Quezada, 2009).

= H20

120,+2H*+2e 2> H,0

H,>2H*+2¢ &

Anode Cathode
Membrane

Figure 5 : Schéma de principe de la pile a combustible a hydrogéne (Dumas, 2007)

A I’anode, la réaction d’oxydation consomme le dihydrogéne et libére des électrons(e’)
dans le systeme électrique, tandis qu’a la cathode, la réduction consomme des ¢électrons et du
dioxygéne de 1’air pour produire de I’eau. Les protons (H") qui traversent I’espace entre les
électrodes sont produits lors de la décomposition du dihydrogéne et consommés par la
réduction (Dumas, 2007).
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Chapitre 2 : La pile a combustible microbienne

Les réactions d’oxydoréduction mises en jeu sont comme suit :

e [’oxydation de I’hydrogene a 1’anode :

Hp = 2H" + 2e-

e Laréduction de I’oxygene a la cathode :

O, + 4H" + 4e = 2H,0

e Laréaction finale :

2H" + %0, = H,0 + électricité

3. Notion de la pile a combustible microbienne :

Une pile a combustible microbienne transforme 1’énergie chimique contenue dans la
matiére organique en électricité (Cercado Quezada, 2009). Cette conversion est facilitée par la
présence des bactéries a 1’anode, voire a la cathode, qui jouent le rdle de catalyseurs

biologiques (Bouabdalaoui, 2013).

4. Historique de la pile & combustible microbienne :

Depuis des siecles, les bactéries capables de transformer de 1’énergie chimique

(substrat) en électricité, intéressent les scientifiques.

En 1790, Luigi Galvani a noté pour la premiere fois que les pattes de grenouille étaient
capables de se crisper sous I’action d’une excitation électrique, a partir de ce moment le mot

« Bioélectricité » est apparu.

Le botaniste Michael Cresse Potter a découvert en 1911 que lorsqu’une électrode de
platine est placée dans des cultures de levures ou d’Escherichia coli était capable de générer
une force électrique avec des potentiels différents. Potter arrive a la conclusion que 1’énergie
électrique peut étre libérée a partir de la dégradation microbienne des composés organiques.

Cette observation a été confirmée 20 ans plus tard.

L’équipe de Cohen a Cambridge en 1931, ont développé des batteries a combustible
microbiennes en série, capables de générer des tensions de plus de 35 V ce qui aboutit a la
naissance des Piles A Combustible Microbiennes (PACMs).
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Chapitre 2 : La pile a combustible microbienne

Ce n’est qu’a partir des années 60 que le développement des PACMs s’est accentué
lorsque la NASA (National Aeronautics and Space) s’est intéressée a la transformation des

déchets organiques en électricité pour ses vols spatiaux.

Dans les années 80, Peter H. Bennetto a développé une PACM inoculé a partir des
cultures pures de bactéries comme Escherichia coli pour catalyser I'oxydation des matiéres

organiques en presence de médiateurs électroniques a 1’anode.

Au début des années 2000, la pile microbienne a connu un nouvel essor avec les
travaux de chercheurs de I’Université du Massachusetts qui ont utilisé un dispositif constitué¢
d’une électrode immergée connectée a une seconde enfouie dans les sediments marins (Ketep,
2012 ; Bouabdalaoui, 2013).

5. Les constituants d’une pile 2 combustible microbienne :

La construction d’une pile a combustible repose essentiellement sur 1’utilisation des
¢lectrodes a base d’acier inoxydable, d’or ou de carbone sous différentes formes (Ketep,
2012).

5.1 Les composants de ’anode :
Généralement les matériaux utilisés pour 1’anode sont a base de carbone sous forme de

plaque, granules ou encore sous forme de matériaux fibreux (feutre, tissu, papier, fibre,

mousse ....).

Les matériaux d’anode doivent étre biocompatibles et chimiquement stables dans
I’électrolyte avec une résistance au transfert d’électrons. Ils doivent également étre stables
dans les cultures microbiennes, a faible colt et faciles a utiliser (Pham et al ., 2009 ; Lepage,
2012).

5.2 Les composants de la cathode :
Le carbone et le graphite sont les plus utilisés comme matériaux pour la formation de

la cathode. L’efficacité des réactions a la cathode dépend de la concentration de 1’accepteur
des ¢électrons, de la disponibilité des protons qui proviennent de I’anode, de la performance du

catalyseur et de la structure de 1’électrode (Pham et al ., 2009 ; Ketep, 2012 ).

Page 9



Chapitre 2 : La pile a combustible microbienne

5.3 Le substrat :
Le substrat est ajouté dans le milieu de culture lorsque ce dernier n’est pas

suffisamment riche en matieres organiques oxydables. Le substrat est comme un combustible
a la pile utiliser par les microorganismes. Il influence la composition de la communauté
bactérienne qui forme le biofilm et les performances de la PACM de part sa puissance et son
rendement. Au niveau de I’anode, plusieurs substrats ont déja été testés mais 1’acétate est
considéré comme le meilleur substrat utilisé. Il est donc défini comme un combustible modele
car il est rapidement biodégradable et non fermentescible. Par contre, & la cathode, les
substrats généralement utilisés sont 1’oxygene, les sulfates et les nitrates (Pant et al ., 2009;
Ketep, 2012 ; Pocaznoi, 2012 ).

5.4 La membrane échangeuse d’ions :
Dans certain cas il existe des membranes spécifiques qui jouent le réle de barrieres

entre les deux électrodes. Ces membranes sont non-conductrices, ont une forte perméabilité
aux ions H+ et une faible perméabilité a I’oxygene. Les plus utilisées sont les membranes
Nafion® (Fan et al ., 2007 ; Lepage, 2012).

5.5 L’inoculum de la PACM :
Les piles a combustible microbiennes peuvent é&tre inoculées d’une souche

bactérienne pure tel que Clostridium sp, Shewanella oneidensis et Shewanella putrefaciens ou
bien d’un inoculum a population mixte qui peut étre prélevé a partir de certains
environnements naturels tels que les sédiments d’océan, de mer, de riviére, ou encore les eaux
usées domestiques ou industrielles. 1l peut également étre extrait a partir des boues aérobies,
anaérobies et de milieux humides (Park et al ., 2001; Beliaev et al ., 2005; Edith, 2011).

Le choix des bactéries pour la production d’électricité repose d’une part sur leur capacité a

oxyder la matiere organique et d’autre part sur leur pouvoir de régénération (Edith, 2011).

6. Le mécanisme des PACMSs :

Le principe de fonctionnement des PACMs est basé¢ sur [utilisation des
biocatalyseurs. Ces derniers sont les bactéries qui permettent d’oxyder la matieére organique a
des potentiels plus faibles. Elles peuvent étre introduites dans les PACMs sous forme de
souche pure ou bien intégrées a leur environnement. Elles catalysent 1’extraction des électrons
de la matiére organique et les transférent a divers transporteurs d’électrons () (Lovley,

2006).
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Chapitre 2 : La pile a combustible microbienne

La PACM est divisee en deux compartiments. Le premier, dans lequel est plongée
I’anode, contient le combustible (matiére organique) et les micro-organismes dans un milieu
pauvre en oxygene. Le second, dans lequel est plongée la cathode, est un milieu au contraire
riche en oxygéne. Les deux compartiments sont séparés par une membrane d’échange,
perméable aux ions mais imperméable a I’oxygeéne. Dans le compartiment anodique, les
micro-organismes présents dans le milieu vont spontanément adhérer a la surface de
I’électrode et se développer pour former un biofilm bactérien. Les bactéries électro-actives
vont y oxyder la matiére organique en ’absence d’oxygéne et transférer les électrons a
I’anode (Capitaine, 2017).

Il existe trois types de transfert des électrons vers 1’anode (Figure 6) :

1. Un transfert direct entre la bactérie et 1’anode par le biais des protéines de transport
d’¢électron intégrées dans la membrane cellulaire externe tel que les cytochromes.

2. Un transfert indirect : par le biais des médiateurs, qui peuvent étre naturels qui sont
des molécules synthétisés par la bactérie elle-méme, ou artificiel ajoutés dans les
cultures microbienne.

3. Un transfert par les pili conducteurs de courant (sorte de nano-fils organiques)
(Bouabdalaoui, 2013).
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Substrat

Figure 6 : Mécanismes de transfert des électrons entre la bactérie et I’anode

1) transfert direct via des protéines intra membranaires, 2) médiateurs externes et 3) nanopilis
(Bouabdalaoui, 2013)

7. Les applications de la PACM :

Les PACMs peuvent avoir plusieurs applications, on cite a titre d’exemple (Dumas,
2007 ; Ketep, 2012).

« Le traitement des effluents, des eaux usées.

* Le traitement des déchets, la production d’hydrogéne et la bioremédiation.
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Chapitre 3 : Le biofilm

Les qualités des PACMs ainsi que leurs différents champs d’applications ont incité les
chercheurs a exploiter de nouveaux moyens pour les optimiser. L’un des facteurs a étudier
dans ce but, est le biofilm, ¢lément a la base de la production d’électricité par les

microorganismes.

1. Notion de biofilm :

Dans la nature, les microorganismes peuvent se retrouver dans le milieu aquatique

sous plusieurs formes :

- La forme planctonique : ou les microorganismes vivent sous forme libres dans le
milieu.
- La forme benthique : ou les microorganismes vivent a la surface et dans les sédiments

sous forme des biofilms .

Un biofilm est un assemblage de microorganismes, contenus dans une matrice

extracellulaire de type exopolymérique (Salvin, 2012).

Le biofilm est composé d’agrégats de microorganismes, séparés par des espaces libres,
dépourvus de bactéries et parcourus par des courants aqueux « canaux ». Ceux-ci y assurent la
circulation des fluides et permettent a la fois I’apport des nutriments aux bactéries et
I’élimination de leurs produits de dégradation (Roux et Ghigo, 2006). Ces microorganismes
adhérent d’une maniére irréversible sur une grande variété de surfaces naturelles ou
artificielles telles que : les métaux, le plastique, les tissus vivants (en I’occurrence humains),

les feuilles et les racines des végétaux ou bien des surfaces minérales (Feleming et al ., 2000).

Un biofilm est constitué d’enivrant 15% en volume de cellules microbiennes
contenues dans 85% d’une matrice d’exopolymeéres hydratés. Cette matrice est responsable

des propriétés physiques et physicochimiques du biofilm (Feleming et al ., 2000).

Le développement de I’architecture des biofilms bactériens est li¢ a la production de la
matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm. Cette matrice est composée
essentiellement d’eau (jusqu’a 97 %), de polymeres polysaccharidiques secrétés par les
microorganismes, de produits de dégradation et de substances provenant du milieu extérieur,
de I’ADN, de ’ARN et des lipides (Salvin, 2012).
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Le biofilm n’est pas un milieu homogeéne, mais un environnement structuré qui
présente souvent une architecture complexe, trés variable d’un biofilm a I’autre selon les
microorganismes qui le composent et les conditions environnementales (Salvin, 2012). I
existe des zones a teneurs variables en oxygéne ou en nutriments, qui présentent des valeurs
de pH différentes. Les régions au centre des agrégats bactériens sont généralement anaérobies
et pauvres en nutriments alors que celles situées prés des canaux ou de I’interface entre le

biofilm et le liquide sont mieux oxygénées et plus riches en nutriments (Roux et Ghigo, 2006).

2. Les étapes de la formation du biofilm :

La formation du biofilm est un processus qui se déroule en Cing étapes (Figure 7)
(Roux et Ghigo, 2006):

«+ Adhésion réversible des bactéries de la phase planctonique a une surface.

% Irréversibilité de 1’adhésion correspondant a la synthése de structure
d’exopolysaccharides et la formation de la matrice a la surface des bactéries.

+«+ Formation des microcolonies.

+«»» Développement des microcolonies traduisant le stade de maturation du biofilm. Et,

% Colonisation des nouvelles surfaces.

Figure 7 : Représentation schématique des étapes de détachement d’un biofilm (Mibarki,
2016)
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Plusieurs facteurs peuvent influencer 1’attachement microbien et la structure du

biofilm, ces facteurs sont présentés dans le tableau 1.

Tableaul : Facteurs environnementaux et microbiologiques influencant I’attachement

microbien et la structure du biofilm (Salvin, 2012).

Effets du milieu Effets de la composition | Effets de la surface ou de
microbiologique I’interface

-Température -Surface cellulaire (protéine @ -Nature de la surface

-pH lipopolysaccharide, -Rugosité de la surface

-Intensité lumineuse exopolysaccharides...) -Hydrophobicité ~ de la

-Concentration en substrat -Appendices extracellulaire | surface

-Vitesse d’écoulement de @ (flagelle ou fimbriae (pili))

I’eau (hydrodynamique) -Hydrophobicité  de la

surface cellulaire

3. Le quorum sensing :

Dans le biofilm, les bactéries communiquent entre elles par un phénomeéne de quorum
sensing. C’est 1’un des processus clé dans la formation des biofilms, Le quorumsensing
permet aux bactéries d’adopter un comportement spécifique a la vie en communauté, par
régulation de leur expression génétique en réponse a la densité cellulaire via la production
d’auto- inducteurs. Lorsque la concentration des molécules signaux atteint une valeur seuil,
des régulateurs transcriptionnels sont activés et exercent un contréle sur des génes spécifiques
(Roux et Ghigo, 2006).

Le quorum sensing intervient lors du détachement des bactéries, une sécrétion d’auto-
inducteurs peut permettre le ralentissement de la formation de la matrice pour libérer les
cellules. Aussi dans de nombreux processus métaboliques comme la biosynthése d’enzymes
extracellulaires, le développement et la croissance du biofilm, le développement des nouvelles

compétences génétiques et la symbiose (Roux et Ghigo, 2006).
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4. Les biofilms électro actifs :

Une bactérie électroactive est une bactérie capable d’échanger des électrons avec une
électrode et produire un courant électrique. Lorsque les bactéries électroactives sont
organisées en biofilm, elles forment un biofilm électroactif, c’est & dire capable d’échanger
des électrons avec des surfaces solides conductrices telles que les électrodes de la pile a
combustible microbiennes. Cet échange électronique est possible grace a des mécanismes
directs ou indirects, faisant intervenir les procédés cataboliques bactériennes tels que : la
dégradation moléculaire, la fermentation et la respiration cellulaire (Salvin, 2012).

Au début de la formation de biofilm, ’activité électrocatalytique augmente avec le
temps en corrélation selon I’augmentation de la densité des cellules a la surface de 1’électrode
(Ketep, 2012).

La plupart des microorganismes électroactifs utilisés pour ensemencée les PACMs
sont prélevée a partir de boues anaérobies et boues activées, des effluents industriels,

domestiques ou agricoles.

boues boues activées (16)

anaérobies (12)

effluents
domestiques (11)

sédiments (15) "l“

effluents

industriels (2) agnicoles (1)

Figure 8 : Environnements utilisés comme source de microorganismes électroactifs pour

ensemencer le compartiment anodique des PACMs.

Entre parentheses est indiqué le nombre de publications mentionnant la source de

microorganismes citée. Cette étude est basée sur un total de 57 publications (Parot, 2007)
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Chapitre 4 : Matériels et Méthodes

Ce deuxiéme chapitre a pour objectif de présenter les matériels et les méthodes mis en
ceuvre au cours de notre travail.

1. Matériels :

1.1 La cathode :
La cathode est composée de deux éléments principaux : Un fil de titane tres fin et une

plaque de cuivre & peu prés de 3,5cm? de surface (Figure 9). Le choix de ces métaux a été
établi vue leur bonne conductivité électrique et leur inertie électrochimique vis a vis du
chlorure de sodium (NaCl) ajouté dans le compartiment cathodique.

Figure 9 : la cathode utilisée dans le montage.

A : Fil de titane, B : Plaque de cuivre
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1.2 L’anode :
L’anode est composée de deux éléments principaux : Un fil de titane, identique a celui

de la cathode et une mousse de carbone (Figure 10). Le tout émergé dans une culture

bactérienne de la souche apparentée a Exiguobacterium sp.

Figure 10 : L’anode utilisée dans le montage.
A : Fil de titane, B : Mousse de carbone

La mousse de carbone est caractérisée par sa biocompatibilité et sa porosité ce qui
permet une bonne formation du biofilm a sa surface. De plus, elle est chimiquement stable
dans 1’électrolyte et n’exerce donc aucun effet, ni sur le milieu de culture ni sur la bactérie

inoculée (souche apparentée a Exiguobacteruim sp).

1.3 La souche :
Le choix de la souche apparentée a Exiguobacteruim sp a été fait suite a de précédents

travaux réalisés au niveau de notre laboratoire. Il s’agit notamment du travail intitulé «
Elaboration d’une pile a combustible microbienne en utilisant les souches Shewanella
oneidensis MR1 et Exiguobacterium sp ». Pendant cette étude, des valeurs prometteuses de
différences de potentiels ont été mesurées lors de I’utilisation de la souche apparentée a
Exiguobacterium sp. (pile semi microbienne en aérobiose (0.35V) et en microaérobiose
(0.38V)) par rapport a la souche Shewanella oneidensis MRL1.
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Exiguobacterium sp est une bactérie a Gram positif, pigmentées avec une morphologie
variable (Figure 11). Elle a la capacité de se développer sur une large plage de températures
(Lopez-Cortes et al., 2005). Cette bactérie a été isolée par les membres de 1’équipe de notre
laboratoire a partir des dunes du Sahara Algérien, précisément, de la région de Biskra.

L’isolement a été réalisé en mois de Février 2016 (Arabet et al., en cours de publication).

.
- . SSRGS

Figure 11 : les cellules d’Exigoubactérium sp observé sous microscope électronique
(Morgan, 2017)

1.4 Le milieu de culture :
Le milieu de culture utilisé est le milieu « Luria Bertani » (LB). C’est une préparation au
sein de laquelle la souche Exiguobacteruim sp se multiplie facilement. Ce milieu est classé

parmi les milieux synthétiques de composition connue (Figure 12), présentée dans le Tableau
2 (Miller, 1972:

Tableau 2 : composition du milieu de culture LB.

Les composants Les concentrations g/l
Tryptone 10
Na ClI 5
Extrais de levure 5
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Figure 12 : préparation du milieu de culture LB

2. Méthodes de travail :
2.1 Isolement et culture de la souche bactérienne :

Dans des erlens de 100 ml, 20ml de précultures de la souche apparentée a
Exiguobacteruim sp. sont effectuées (a raison de trois répliques) (figure 13). Les précultures
sont incubées a 30°C sous agitation a une vitesse de 150rpm jusqu’a ce que la densité optique
(Do) mesurée a 600nm atteigne des valeurs correspondant a la phase exponentielle de la
croissance bactérienne ou les cellules sont au maximum de leurs activités métaboliques et
biochimiques (Dumas, 2007). Cette étape est nécessaire pour revivifier notre souche qui était
conservée sur gélose inclinée. Par la suite, 15ml de chaque préculture est utilisée pour
inoculer un volume de 150ml de LB. Ces derniers sont utilisés comme inoculum de la PACM
(Figure 13).
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Figure 13 : Précultures de la souches dans le bouillon LB.

2.2 Préparation des PACM :
Deux montages différents ont été réalises :

Le premier est constitué de deux compartiments séparés. Chaque compartiment est
représenté par un flacon en verre de 250ml (figure 14). Le compartiment anodique, contient la
culture bactérienne de la souche apparentée a Exiguobacterium sp. alors que le compartiment
cathodique est rempli de 150ml d’une solution électrolytique de NaCl a une concentration
comparable a celle de I’eau de mer, en I’occurrence 30g/1 (Tsoata, 1995). Le compartiment
anodique est rempli a rat bord dans 1’objectif d’assurer une culture en anaérobiose et le flacon
est hermétiquement fermé. Alors que le compartiment anodique est laissé ouvert pour

permettre 1I’oxygénation nécessaire au circuit (figure 15).
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k4

s e

Figure 14 : Les deux compartiments utilisés dans le montage

(A) Compartiments anodiques, (B) Compartiments cathodiques.

Figure 15 : la premiere expérience réalisée en systéme séparé
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Le deuxiéme montage est constitué d’un compartiment anodique totalement immergé
dans le compartiment cathodique. En effet, dans ce montage, la cathode est représentée par un
bécher de 2 litres de volume, rempli & rat bord, par une solution électrolytique de NaCl a 30g/I
de concentration. Le compartiment anodique quant a lui, est un flacon en verre de 250ml
rempli entierement a son tour par la culture bactérienne. Ces deux compartiments sont séparés
par une surface échangeuse d’ions sous forme d’un coton de nature semi perméable(Dumas,
2007). Cette derniére a pour role de permettre le transfert protonique entre les deux
compartiments sans permettre a la bactérie de passer vers le compartiment cathodique (figure
16).

Il est important d’indiquer que les ustensiles ont été stérilisés dans un four pasteur a
une température de 180°C pendant 1 heure.

Figure 16 : la deuxiéme expérience réalisée en systéme unique.
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2.2.1 Surface de la mousse de carbone

Les deux montages précédemment expliqués ont été testés en deux modes (Figure
17):

1- Avec une mousse de carbone de 18cm? de surface

2- Avec une mousse de carbone de 50cm? de surface

Figure 17 : Image montrant les différentes surfaces de la mousse de carbone utilisée

2.3 Mesure du courant électrique

Le courant électrique généré entre les deux compartiments, est mesuré en utilisant un
Multimetre (figure 18).

A chaque expérience, une premiére mesure est réalisée directement aprés le montage
du systeme pour confirmer qu’il n’y a pas de contact direct entre les deux poles de la pile et

donc pour éviter tout éventuel court-circuit.
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Les prises de tension sont par la suite realisees toutes les 24 heures et une courbe de

production de courant électrique est ensuite tracée.

Figure 18 : le multimétre utilisé pour la mesure du courant électrique produit au sein
de la PACM.
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Chapitre 4 : Résultats et Discussion

Ce projet d’étude s’intéresse aux piles a combustibles microbiennes (PACMS), qui
permettent de produire un courant électrique en utilisant une culture bactérienne. Dans notre

cas, la bactérie utilisée est une souche apparentée a Exiguobacteruim sp.

Le but principal de ce projet est d’optimiser le rendement d’une pile déja construite au
niveau de notre laboratoire. Pour cela, nous avons entretenu le sujet en modifiant deux

facteurs principaux :

D’abord, I’architecture de la PACM et puis la surface de la mousse de carbone utilisée comme

support ou se développe le biofilm bactérien.

Un autre but a long terme est de participer dans la course internationale pour trouver
une alternative efficace, économique et surtout, écologique aux sources d’énergie non-

renouvelables.

Dans notre travail, des moyens tres simples et pas chers sont utilisés dans la
construction de la pile a combustible microbienne. Le projet est réalisé uniquement avec ce

qui est disponible dans notre laboratoire.
Deux montages sont ainsi construits :
- Une PACM a compartiments séparés, et
- Une PACM a compartiment unique avec une surface échangeuse d’ions

Le premier objectif est de comparer le rendement des deux PACMs et de voir ainsi
I’influence de la connexion des compartiments et de la présence d’une surface échangeuses

d’ions sur la production du courant électrique.

Le deuxieme objectif est de choisir le montage qui donne le meilleur rendement et de
changer la surface de la mousse de carbone (support du biofilm bactérien). Ceci permet de
tester si I’augmentation de la surface de contact avec les bactéries améliore le rendement

électrique.

Il est important de noter que sur tout le travail, I’intervalle de mesure du potentiel

électrique est de 24 heures.
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1. Comparaison du potentiel électrique du premier et du deuxiéme montage :

Comme déja expliqué dans la partie Matériels et Méthodes, nous avons réalisé deux types
de montages. Le premier composé de deux compartiments totalement séparés, ou 1’échange
entre la cathode et ’anode se fait uniquement a travers le fil de titane. Alors que le deuxiéme
est compos¢ d’un seul compartiment ou I’échange entre la cathode et 1’anode est

principalement fait a travers une surface échangeuse d’ions (représenté dans notre cas en la

boule de coton semi-perléable).

Nous avons ensuite comparé les potentiels électriques générés par chaque PACM. Les
résultats sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Mesures du courant €lectrique en millivolt produit par une pile a
combustible microbienne en microaérobiose en utilisant deux architectures différentes
(unique et séparé), avec une surface de la mousse de 18cm?.

Temps 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(jour)
Mesurel 00 0,1 32 37 09 08 04 02 00 00
en (mV)
du
systeme
séparé
MeS(UF\e})Z 97,5 119 137 142,2 137,1 1926 1941 145 118 111
en (m
du
systéeme
unique

Le graphe suivant (figure 21) montre mieux 1’évolution du courant électrique produit sur
les 10 jours de mesure.
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Figure 19 : La variation du potentiel électrique en (mV) en fonction du temps (J) pour les
deux architectures différentes.

Les courbes du potentiel électrique tracées pour chaque systéeme permettent de corréler

le fonctionnement de la pile avec la cinétique bactérienne.

Nos résultats montrent qu’un courant électrique est déja détecté dés le premier jour
pour les deux systemes (unique et séparé). Nous avons ainsi confirmé que la souche
apparentée a Exiguobacterium sp. N’a pas eu besoin de temps d’adaptation au milieu vue

qu’elle y été déja cultivées.

Les cultures bactériennes de la souche apparentées a Exiguobactium sp. Utilisées pour
I’inoculation de la pile sont en phase exponentielle, ce qui justifie les valeurs obtenues dés le

premier jour de prise de mesure.

A partir du quatriéme jour, la production électrique dans le systéme unique est en
évolution continue comme montré sur le graphe, jusqu’au sixiéme/septiéme jour ou nous
assistons a une production maximale du potentiel électrique (192,6-194,1). Ceci pourrait étre

expliqué par le fait que le biofilm électroactif a eu le temps qu’il faut pour mieux se former
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sur I’anode, se consolider et établir un meilleur chimiotactisme entre les cellules qui le
composent. Une certaine stabilité est observée ensuite dés le septieme jour, ce qui pourrait
étre expliqué par I’épuisement du milieu et ’entrée dans la phase de latence de croissance
cellulaire vue que le systéme est fermé. L’accumulation de certains produits toxiques pourrait

également étre incriminée.

Il est clair, que le montage séparé génére des valeurs extrémement faibles comparées a
celles générées par le systeme unique. Ce résultat met en valeur ’influence de la surface
échangeuse d’ions. Cette derniere donne libre cours aux protons pour mieux circuler de

I’anode vers la cathode et ainsi activer le circuit.

Un élément important est également impliqué dans 1’amélioration de la circulation des
protons/électrons. 1l s’agit de la concentration du NaCl au niveau de la cathode. Cette
concentration n’a pas ¢€té choisie au hasard. Nous avons choisi de mimer la méme
concentration de 1’eau de mer, proche de celle mesurée dans le sol du Sahara, dans I’espoir de
procurer un milieu proche de ce que les bactéries rencontrent dans la nature. Les molécules
d’NaCl jouent le réle de «veéhicule » transportant les électrons qui sont le pur produit des

réactions d’oxydoréduction bactériennes.

La souche apparentée a Exiguobacterium sp. Montre également sa capacité a supporter des
concentrations importante en sel ce qui confirme encore une fois, sa grande habilité

d’adaptation.

2. Variation du potentiel électrique en fonction de la surface de la mousse de
carbone :

Afin de tester ’influence de la surface de contact entre les cellules bactériennes et le
support du biofilm sur la production électrique, nous avons réalisé une expérience ou la
surface de la mousse de carbone est presque trois fois supérieure a celle testée dans la

premiére expérience. Les résultats sont représentés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Mesures du courant électrique en millivolt produit par une pile a combustible
microbienne en microaérobiose en utilisant deux surfaces différentes de la mousse de
carbone (18cm?2 et 50cm?).

Temps 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Me(su(;)z 97,5 119 137 1422 1731 1926 1941 145 118 111
en (m

de

systeme

unique

18cm?

Mesure3 922 140 133 183 120 120 100 100 100 100
en (MmV)

de

systéeme

unique

50cm?

Ces valeurs nous ont permis de tracer deux courbes comparatives comme illustrée dans la

figure 20.
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Figure 20 : Variation du potentiel electrique en (mV) en fonction du temps (J) donné par
deux PACMs differentes par rapport a la surface de la mousse de carbone.
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Il est clair, d’apres les résultats ci-dessus, que le potentiel électrique obtenu par la
PACM de 18cm? atteint des valeurs plus importantes (194,1mV) que celui obtenu par la
PACM & 50cm? de surface de mousse de carbone (183mV).

Il est important de noter, que nous avons été confrontés a des perturbations de valeurs
de potentiel électrique produit par la PACM & 50cm?®. Ces perturbations pourraient étre
expliquées par la dispersion des cellules sur la totalité de la surface (assez grande par rapport
au premier montage), ce qui pourrait influencer la communication intercellulaire et par

conséquent la détection des électrons produits.

Nous avons également remarqué que les valeurs du potentiel électrique, atteignent une
certaine stabilité dés le quatriéme jour de mesure dans la PACM & 50cm? de surface de
mousse de carbone. Ces valeurs finissent par chuter au dela du dixieme jour. Ces résultats

demeurent pour le moment sans explications.

Il serait tres intéressant de pouvoir continuer a prendre les mesures bien au-dela de 10
jours pour voir s’il pourrait y avoir de nouvelles modifications en ce qui concerne la

production du potentiel électrique.

Il est maintenant clair, grace a ce travail, que le montage unique est beaucoup plus
productif que I’architecture séparée. Nos systémes demeurent cependant, des systémes
fermés, ou aucune alimentation en éléments nutritifs ni élimination de déchets cellulaire n’est
possible. La production électrique serait sirement plus stable et plus forte si les moyens
nécessaires sont disponibles pour pouvoir réaliser des montages «ouverts» ou le

manipulateur pourra suivre de prés 1’état cellulaire et le maintenir en phase exponentielle.

Encore une fois la souche du laboratoire, apparentée a Exiguobaterium sp. Confirme
son efficacité notamment en des concentrations importantes en sel. Ceci n’était pas surprenant
vue le milieu d’ou elle a été isolée. Le sol du Sahara ou des concentrations importante en sel
ont été mesurée a cause de la déshydratation du sol et du manque des précipitations (Arabet et
al., en cours de publication).
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Conclusion générale et Perspectives

Dans le cadre de ce travail de recherche nous nous sommes intéressés a un sujet
d’impact économique et écologique. Il s’agit de la recherche de nouvelles sources d’énergie.
Un outil particulier attire toute I’attention au niveau de notre laboratoire, la pile & combustible
microbienne. Ici, I’objectif était d’optimiser une PACM déja élaboré par 1’équipe, en utilisant

une souche proche d’Exiguobactérium sp.

La premiere partite de ce travail a consisté a tester deux systemes d’architecture de la
PACM : un systeme a compartiment unique et un systeme a compartiments séparés. La

deuxiéme partite a permis de tester 1’effet de la surface de I’anode sur le rendement de la pile.

L’ensemble des résultats obtenus révélent que 1’architecture a compartiment unique de
la pile influence le rendement électrique positivement, Un potentiel électrique de 194,1mV a
été mesuré en comparaison au systeme seéparé (3,7 mV). Quant a la surface de I’anode, il
s’avére que la grande surface de 50cm? donne une tension faible (183mV) en comparaison a
la petite surface 18cm 2 (194,1mV).

Ce travail nous a permis de mieux contréler le systeme architectural de la PACM et de
déterminer I’effet de certains parameétres qui étaient jusque 13, inconnu. En paralléle, il nous
ouvre beaucoup de portes et met en surface de nouveaux questionnements dans un méme

objectif, celui d’améliorer le rendement électrique.

Ainsi, il serait trés intéressant de pouvoir tester 1’influence de différentes
concentrations du NaCl sur le fonctionnement de la pile. Dans notre travail, nous avons mimé
la concentration de 1’eau de mer mais il serait trés intéressant d’essayer 1’eau de mer naturelle

et de voir son effet.

Il serait important également de remplacer le coton par une membrane Nafion®
spécifique au transfert ionique. Il est probable qu’elle aura un meilleur effet, cependant,

I’utilisation du coton semi-perméable réserve 1’avantage d’étre une pratique a faible codt.

Concernant le changement de la surface de I’anode, il serait curieux de prolonger le temps

de mesure pour voir 1’évolution de la production électrique.
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Amélioration du rendement d’une pile a combustible microbienne en utilisant une
souche apparentée a Exiguobacterium sp. Isolée du Sahara Algérien.

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en Biologie Moléculaire des
Microorganismes.

La pile a combustible microbienne représente un dispositif électrochimique, qui utilise I’action
catalytique des bactéries organisées en biofilms pour réaliser I’oxydation de composés organiques et
produire un courant électrique. Ces bactéries sont qualifiées d’électroactives car elles sont capables de
transférer des électrons en dehors de leurs cellules.

Dans ce travail, les expériences ont été effectuées en dispositif électrochimique microbien
inoculé par la souche électroactive proche de: Exiguobacterium sp, en microaérobiose. Dans la
premiére manipulation en utilisant deux systemes : systéme a compartiment unique et systeme a
compartiment séparé. Les résultats ont montré que le systeme unique donne un potentiel tres élevé
que celui donné par le systéeme séparé. Ceci pourrait étre en raison de la séparation totale entre I’anode
et la cathode dans le deuxiéme systéme.

Dans la seconde manipulation, I’architecture de la PACM est fixée comme systéme unique. Un
autre parametre a été étudié, Il s’agit de I’influence de la surface de la mousse de carbone sur le
rendement de la pile. Pour cela, deux surfaces différentes ont été testées : 18cm® et 50cm?. D’une
maniére inattendue les résultats ont montré que I’augmentation de la surface de la mousse de carbone
n’améliore pas considérablement le rendement de la pile. Plusieurs facteurs pourraient étre incriminés
dans ce résultat, en I’occurrence le temps de mesure choisi.

Le concept n'est pas nouveau et plusieurs travaux similaires ont déja été realisés. Cependant,
les résultats varient selon les paramétres étudiés et le matériel utilisé. Quoi qu'il en soit, les tensions
électriques fournies par ces piles microbiennes ne sont pour linstant que trés faibles. Il s'agit
simplement d'une étape montrant qu'il est possible de mettre en place de tels procédés.

Mots clés : Pile a combustible microbienne, Exiguobacterium sp, Bactérie Electroactive, la
mousse de carbone, systeme unique ; systeme separe.

Laboratoire de recherche : Laboratoire 11 de la Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie de I’Université des Fréres Mentouri-Constantine 1.

Jury d’évaluation :

Président du jury :  ARABET Dellel (MCA- UFM Constanting),
Rapporteur : SEDIRA Sofiane (MCB - UFM Constantine),
Examinateur : BENKAHOUL Malika (MCB - UFM Constantine).

Date de soutenance : 11/07/2019



