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Résumé

Résumé

Les piles a combustible microbienne sont des piles capables de convertir I'énergie
chimique de combustibles organiques, directement en énergie électrique. Dans ces piles,
I'oxydation du combustible est assurée par des micro-organismes dits "électro-actifs" qui
forment des biofilms a la surface de I'anode et jouent le r6le de catalyseur des réactions

électrochimiques.

Les travaux qui font I'objet de ce manuscrit ont eu pour objectif de créer un prototype
de biopile microbienne a un seul compartiment, aussi simple et économique que possible,
en utilisant le lixiviat de fumier de cheval comme source de biocatalyseur. La conception
et la mise en matche de cette pile & combustible microbienne, nous a généré une énergie
électrique ayant un potentiel qui a atteint la valeur de 40mV. Donc, ce résultat nous a

confirme I'existence d'un biofilm qui a été formé sur la bio anode de la pile.

Afin de mettre en évidence la nature de ce biofilm, une analyse microbiologique
servant a l'identification de la communauté microbienne électro-chimiquement active
associée a I'anode de la biopile, a été entreprise. Les résultats obtenus ont révélé

I'existence, dans le lixiviat du fumier de cheval, deux souches bactériennes, a savoir :
E coli qui et déja connu par son pouvoir électro-actif et Providencia rettgeri.

Mot clés: pile a combustible microbienne, membrane, biofilm, bio anode, bactérie

électro-active.
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Introduction :

Depuis longtemps notre consommation d’énergies primaires disponibles dans la
nature, telles que le pétrole, le charbon et le gaz, ne cesse d’augmenter. Cette énorme
croissance énergétique résultant de 1’explosion démographique et du boom économique
des pays émergents (Chine, Inde, Brésil, etc.) conduit a un épuisement de ces sources
d’énergie non renouvelables. Méme les réserves d'uranium, source de 1'énergie nucléaire,
seront épuisées d'ici quelques dizaine d’années (dans environ 60 ans). De plus, ces €nergies
sont polluantes ; le pétrole et le gaz rejettent le dioxyde de carbone (CO2) dans l'air et
contribuent a I'effet de serre. Cette pollution atmosphérique serait a l'origine des
changements climatiques. Quant a I'énergie nucléaire, elle pose encore plus de problémes
puisqu'elle est dangereuse et nous menace de contaminations radioactives.( Fritz Dufour,
(2018)).

Pour lutter contre I'effet de serre, et pour prévoir le remplacement du pétrole, le
développement de nouvelles énergies renouvelables est devenu une priorité a 1I’échelle des
nations . Le développement des piles a combustible (PAC) est une composante majeure des
nombreuses technologies mises en ceuvre ces dernic¢res années dans le domaine des
énergies renouvelables pour satisfaire les besoins en énergie électrique tout en limitant la
pollution. (Jean-Baptiste, (2003)).

Une pile a combustible (PAC) peut étre définie comme un systéeme électrochimique
qui permet de convertir 1’énergie chimique d’un combustible (espéce réduite) et d’un
comburant (espece oxydee) et la transformer en énergie électrique. La production
d’¢électricité est possible grace a 1’échange d’¢lectrons issus des réactions €électrochimiques
d’oxydo-réduction favorables aux électrodes. Le combustible réducteur s’oxyde a I’anode
et les électrons issus de cette oxydation circulent a travers un circuit électrique externe vers

la cathode ou ils se combinent a un oxydant, généralement I’oxygene, qui est réduit.(

Lachaize, J. (2004)).

Cependant, Grove ne découvre le principe de fonctionnement de la pile a
combustible qu'en 1839 . En 1953, Francis Thomas Bacon propose une pile a combustible
hydrogene/oxygene fonctionnant a haute pression . A la fin des années 1960, il est possible
de fabriquer des piles a combustible d'une puissance de 15 kW (alimentant notamment un

modele de tracteur Allis- Chalmers ). L'intérét de la pile a combustible est alors tel que la



NASA l'integre a ses projets Gemini puis Apollo. Mais, en raison du codt trés élevé
des matériaux qui la composent, elle n'a jamais été commercialisée et est donc peu connue
du grand public. (SELLALI, Mehdi).

Les grands constructeurs automobiles possédent leur prototype de véhicule a
hydrogéne, que ce soit a combustion directe (BMW) ou a pile a combustible (GM, PSA,

Nissan, Daimler Chrysler, Toyota, Honda, etc).

L'objectif de ce mémoire est de créer un prototype de biopile microbienne a un seul
compartiment, aussi simple et économique que possible, en utilisant le lixiviat de fumier de

cheval comme source de biocatalyseur.



Chapitre | : Géneéralites sur la technologie des piles a combustible

Généralités sur la technologie des piles a combustible
I.1.Historique:

La découverte du principe de la pile a combustible remonte a 1839. Toutefois elle
ne resta pendant de nombreuses années qu’ une simple curiosité scientifique, son utilisation
n’étant alors pas une nécessité Cette découverte s’est effectuée en plusieurs étapes. En
effet, a la période des précurseurs succéda un relatif abandon de prés d’un siécle avant une
« redécouverte » vers la fin du 20e siécle de cette technique, relancée par les
préoccupations environnementales liées a 1’aggravation de I’effet de serre. Le premier pas
vers la pile & combustible a été réalisé en 1806 par le chimiste et physicien anglais Sir
Humphry Davy qui en réalisant I’¢électrolyse de 1’eau pure obtient distinctement de
I’hydrogene et de I’oxygene dont il constate qu’ils sont les seuls produits. L’électrolyse de
I’eau consistant, a I’aide d’un courant électrique (décomposer 1’eau en hydrogene et
OXygene gazeux), certains scientifiques se sont alors intéressés a effectuer le processus
inverse afin de générer un courant électrique a partir de I’hydrogene et de I’oxygene.
Néanmoins, la découverte du principe de la pile a combustible n’intervient qu’en 1839
quand le scientifique suisse Christian Friedrich Schdnbein observe en réalisant une
¢lectrolyse que lorsqu’il coupe 1’alimentation, les produits donnent lieu pendant quelques
secondes a un courant électrique de sens inverse a celui appliqué pour réaliser
I’expérience.( SALLEMINE Heythem).

En 1839, lors d’une conférence scientifique a Birmingham, Schonbein rencontre
I’avocat et chimiste anglais Sir William Robert Grove qui travaillaient a I’époque sur les
batteries électriques. Par la suite, les deux hommes entretiennent une correspondance et
mettent en commun leurs découvertes. Ceci débouche sur la célébre expérience de Grove
avec une pile a combustible: il s’agissait d’une cellule hydrogene-oxygene avec des
¢lectrodes de platine poreux et de 1’acide sulfurique comme ¢électrolyte. Nous sommes en
1845, Grove génere un courant sur le principe inverse de I’¢électrolyse de 1’eau, c’est la

premiére pile a combustible.( Pickup, I., & Baron, P. (1998)).
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Figure 1:L’expérience de Sir William Grove /Club PAC/. (Prado, S. S. (2022)).

Par la suite, la pile a combustible resta plus ou moins en latence durant prés d’un
siécle et aprés quelques légeres améliorations par différents scientifiques du début du
20eme siecle, c’est Francis T. Bacon qui en 1935 enclenche le progres le plus important en
réalisant un prototype de pile a combustible remplacant I’¢lectrolyte acide par un
¢lectrolyte alcalin. L’avantage de ce dernier est d’étre moins corrosif pour les électrodes.
Cette pile a combustible aboutira en 1953 sur la création d’un premier générateur
électrique de 1kW. Le principe physique est établi, des dizaines de laboratoires et
d’industriels vont se lancer dans les piles a combustible. Néanmoins les cofts restant trés
élevés, ils sont un obstacle important a son utilisation, hormis pour la NASA qui peut se
permettre de tels investissements. Ainsi elle ’utilise, avec succes, comme générateur
électrique pour les missions Gemini et Apollo en 1963 et 1968. (SALEM, M. M., &
HOUARI, M).

Figure 2:Projet Gemini.

Dans les années 1980 alors que les Etats-Unis et le Japon vont poursuivre de maniére
trés active leurs recherches, I’Europe (a I’exception de 1’ Allemagne) va se désintéresser de
ces travaux. Ainsi, depuis sa découverte la pile a combustible a connu de nombreuses
améliorations (perfectionnement des électrodes, optimisation de la température de

fonctionnement ...), mais le principe reste le méme.( Tasso, G. (1995)).
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1.2. Définition d’une pile a combustible:

Une pile & combustible est un générateur électrochimique d'énergie qui permet de
transformer de I'énergie chimique en énergie électrique et en énergie thermique. Un
générateur électrochimique est un générateur de tension continue et rechargeable. Parmi
toutes les piles a combustible, nous avons choisi d'étudier la pile a combustible a
hydrogéne. Une pile a hydrogene est composée de dihydrogene et de dioxygéne. Le
dioxygene est une molécule composée de deux atomes d'oxygéne, notée O2. Et le
dihydrogene est une molécule comportant deux atomes d'hydrogene, de formule chimique
H2.( Saisset, R. (2004)).

I.3. Principe de fonctionnement:

La pile a combustible est un générateur fonctionnant grace a I’oxydation de
I’hydrogene sur une €lectrode associée a la réduction de I’oxygene sur 1’autre électrode. La
pile a combustible a besoin seulement de 1’hydrogene et I’oxygene pour son
fonctionnement. Dans le coté de I’anode 1’hydrogene ce décompose selon la demi réaction

(I’oxydation de I’hydrogene).
H2 — > ?2H++2e-

Il y a libération de deux électrons qui vont circuler dans I’¢lectrode vers la charge
extérieure. Les ions hydrogene H+ ou proton vont migré vers la cathode a travers
1’¢lectrolyte. Les électrons passent ensuite par le circuit extérieure et arrivent a la cathode.
.Dans le coté de la cathode 1’oxygeéne ce décompose selon la demi réaction (la réduction de

I’oxygene):
2H++2e—+1/2 02— H20

En séparant ces deux demi-réactions pour un électrolyte non conducteur d’électrons.
Les électrons libérés par la décomposition de ’hydrogene passent par le circuit extérieure,
par contre les ions H+ (les protons) peuvent traverser 1’¢électrolyte. Le bilan global de la

réaction ce produisant dans une pile a combustible est:

2H2 +02 —> 2H?20 + électricité + chaleur

L’eau formé est un liquide dans les conditions normal de température et dépression

(0C° et 1 atm ou 273K et 1013 hpa) Comme le montre dans la figure 3 suivante.
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Flux d’électrons
e—

Hydrogéne

OHZ\ =

Anode
Electrolyte
Cathode

Figure 3: schéma de fonctionnement d’une pile a combustible (Thounthong, P.

(2005)).

Les électrolytes peuvent étre liquides ou solides, certaine fonctionnent & haute
température et d’autres a basse température tendent a exiger des catalyseurs en métal

noble, typiquement du platine, destiné a améliorer les réactions aux électrodes.

En principe, pour le fonctionnement de la pile a combustible on utilise un
assortiment de carburants et d’oxydants. L hydrogéne a été reconnu comme le carburants
le plus efficace parce qu’il a la plus haute réactivité ¢lectrochimique que les autres
carburants, tels que les hydrocarbures ou les alcools. L’oxygene est le meilleur oxydant
grace a sa haute réactivité et son abondance dans 1’air.(BENHAKKOUM, Hidayat Allah et
ABID, Katar Nada ).

1.4. Les éléments constituant la pile a combustible:

Chague type de pile a sa structure géométrique propre figure (1.2,) cependant les
composants principaux restent les mémes. Le cceur de la pile est constitué des €lectrodes,
I'électrolyte (La membrane), des backings (couche de diffusion entourant les électrodes) et
des plaques bipolaires L’eau formé est un liquide dans les conditions normal de
température et depression (0C° et 1 atm ou 273K et 1013 hpa) Comme le montre la figure

4 suivante:
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Figure 4:Les éléments constituent la pile a combustible .( Hankache, W. (2008)).

L'agencement exact de ces composants entre eux ainsi que la nature des composants

dépend du type de pile. Leur role reste cependant le méme.
1.4.1:Les électrodes:

Les electrodes sont le siége des réactions électrochimiques : une oxydation a I'anode
et une réduction a la cathode. Ces réactions dépendent de plus de I'état de surface des
électrodes et de la facilité avec laquelle les réactions se réalisent. Pour que I'hydrogéne (ou
tout autre carburant) soit oxydé, un catalyseur est nécessaire. De méme pour I'oxygene, Il a
pour role de faciliter les échanges électroniques. Une température plus élevee permettrait
en théorie de faciliter ces échanges, mais cela impose des contraintes sur les matériaux. Les
électrodes qui transportent les ions et les electrons sont le lieu des réactions. Par
conséquent, ces éléments doivent étre poreux, conducteur et posséder une grande surface
d'échange.(Touahir, A. (2008) ).

1.4.2:Les catalyseurs:
1.4.2.1:A I’anode:

Pour les piles de basse et moyenne température, on utilise des métaux précieux :
platine Pt, rhodium Rh, ruthénium Ru ou palladium Pd; ou du Nickel de Raney .Les
métaux précieux sont répartis sur les électrodes en charbon actif a trés grande surface
spécifique (noir d'acétyléne). Actuellement on utilise surtout du platine : celui-ci est réparti
sous forme de particules de faible taille (2 nm). La réaction de dissociation de I'hydrogéne
est assez complexe. Ces électrodes sont trés sensibles au CO et au soufre, ce qui constitue
un vrai probléme si on utilise de I'nydrogéne issu du reformage, on assiste alors a une

diminution de la densité de courant surfacique et donc de la puissance. De nombreux
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travaux portent actuellement sur le remplacement du platine jugé trop cher ou la
diminution de la quantité nécessaire : alliages de platine (Pt/Ru, Pt/Mb, Pt/Sn), Pour les
piles de haute température, on peut utiliser des métaux moins chers (Fer, Nickel, Cobalt)
afin d’¢éviter le probléme d'empoisonnement au CO.(Dadda, B. (2015)).

1.4.2.2:A ’anode A la cathode:

Pour les piles de basse et moyenne température, on utilisera aussi des métaux
précieux et certains métaux de transition usuels (Chrome, Nickel), ou bien du charbon actif
avec de I'or ou de I'argent. Pour les piles de haute température, on peut utiliser soit du
Nickel fritté ou des oxydes mixtes. La réaction de I'oxygene est aussi assez complexe.
(Mahcene, H. (2012)).

1.4.2.3:A ’anode L'électrolyte:

Varie en fonction du type de pile : KOH pour les piles AFC, membrane échangeuse
d'ions pour les PEMFC ou les DMFC, acide phosphorique pour les PAFC, carbonates
fondus pour les MCFC et oxydes solides pour les SOFC. Il permet que les ions (et pas les
électrons) transitent de I'anode vers la cathode. Ces électrolytes déterminent la température
de fonctionnement de la pile. Les caractéristiques de chaque type de pile sont leur
conductivité ionique, leur étanchéité aux gaz, leur stabilité face aux réactifs chimiques,
leurs propriétés mécaniques. A cela s'ajoute d'autres contraintes selon le type de pile, le
niveau de la température, les composants des gaz, les especes ioniques passant a travers
I'électrolyte ainsi que les conditions de pression. Quant a I'électrolyte, il doit étre dense et
imperméable aux différents gaz utilisés. L'imperméabilité aux gaz est nécessaire pour
éviter tout contact entre lI'oxygéne et I'nydrogéne qui serait préjudiciable au bon
fonctionnement de la cellule. L'électrolyte est également un bon conducteur ionique pour
assurer la migration des ions. En revanche, il ne doit pas conduire les électrons pour ne pas
mettre la pile en court-circuit en créant un contact électrique entre I'anode et la
cathode.(Ouagueni, F. (2021)).
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1.4.3:Les plaques bipolaires:

Ces plaques sont accolées aux supports De 1’anode et de la cathode. Elles ont, aussi

plusieurs roles.
a)Roles:
Canaliser les gaz venant de I'extérieur.
Collecter le courant.
Gérer les flux d'eau.

Généralement en graphite, ces plaques doivent étre conductrices du courant, mais
aussi permettre une diffusion homogéne des gaz jusqu'aux électrodes ainsi qu'intervenir
dans la gestion de I'eau a évacuer ou a apporter pour humidifier (pour les piles de type
PEMFC).

Elles doivent étre résistantes aux agressions du milieu (acide ou basique) et aussi étre

imperméables aux gaz réagissant (sous peine de provoquer un court-circuit chimique).

La structure de ces ensembles est intéressante : des canaux y sont graves pour

permettre le passage des réactifs. Réalises par usinage, ils sont tres chers.

A ces composants essentiels qui forment le coeur de la pile s'ajouteront ensuit des
auxiliaires necessaires au bon fonctionnement. 11 s'agit des réservoirs pour le carburant et
I'eau, du compresseur pour l'air, de I'numidificateur, des pompes pour le carburant et I'eau,
des échangeurs de chaleur pour refroidir la pile, de I'onduleur pour transformer le courant
continu.(Escard, J. G. (1918) ).
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1.5. Différents types de pile & combustible:

Une variéte de piles & combustible est a différents stades de développement. La
classification la plus courante des piles a combustible est celle du type d'électrolyte utilisé

dans les piles et comprend :
1) la pile a combustible a électrolyte polymére (PEFC).
2) la pile a combustible alcaline ( AFC).
3) la pile a combustible a acide phosphorique (PAFC).
4) la pile & combustible a carbonate fondu (MCFC) .

5) pile a combustible a oxyde solide (SOFC).

En gros, le choix de I'électrolyte dicte la plage de température de fonctionnement de
la pile a combustible. La température de fonctionnement et la durée de vie utile d'une pile a
combustible dictent les propriétés physico-chimiques et thermomécaniques des matériaux
utilisés dans les composants de la cellule (c'est-a-dire les électrodes, I'électrolyte,
I'interconnexion, le collecteur de courant, etc.). La température de fonctionnement joue
également un roéle important dans la détermination du degreé de traitement du carburant
requis. Dans les piles a combustible a basse température, tout le carburant doit étre converti
en hydrogene avant d'entrer dans la pile a combustible. De plus, le catalyseur de I’anode
des piles a combustible a basse température (principalement du platine) est fortement
empoisonné par le CO. Dans les piles a combustible a haute température, le CO et méme le
CH4 peuvent étre convertis en hydrogene ou méme en interne directement oxydé électro-
chimiquement. Le (tableau 1) donne un apercu des principales caractéristiques des

principaux types de piles a combustible.
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Tableaul : les types de piles a combustible.(Riviere, E. (2016)).

PEMFC AFC PAFC MCFC SOFC
Electrolyte Membrane es Hydroxyde de Acide Carbonate e Pérovskites (céramique
échange ses potassium Phosphorai fondu liquide
d'ions mobilisé ou que Liquide immobilise ai
polymere s immobilisé Immobile dans LiAIO2
hydratées dans une édans Sic
matrice
d'amiante
Electrodes carbone | Métaux de carbone Nickel et Pérovskite et pérovskite /
transition oxyde de cermet métallique
nickel
Catalyseur platine platine Platine Matériau Matériau d'électrode
d'électrode
Interconnexion Carbone ou Métal Graphite Acier Nickel, céramique ou acier
métal inoxydable ou
nickel
Température de 40-80°C 65°C-220°C | 205°C 650 °C 600-1000 °C
fonctionnement
Porteur de charge H+ OH- H+ CO3- O-
Reformeur externe pour oui oui Oui Non, pour Non, pour certains
carburants hydrocarbures certain carburants et conceptions
carburant s de cellules
Conversion par Oui, plus Oui, plus Oui Non Non
déplacement externe du purification n purification
CO en hydrogene pour éliminer pour éliminer le
les traces de COetle CO2
CO
Composants de la cellule | A base de A base de A base de A base d'inox. | A base d'inox. Céramique e
principale carbone carbone graphite Céramique e
Produit Gestion de I'eau Evapora tif Evapora tif Evapora tif Produit gazeux | Produit gazeux
Product Heat .Process Gas + | Gaz de procédé | Gaz de Reformag e Reformag e interne + gaz
Management Liquid Cooling | + circulation procédé + interne + gaz de procédé
Medium. d'électrolyte Milieu de de procédé
refroidiss
ement liquide

ou génératio n

de vapeur
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I.5. 1: Pile a combustible a électrolyte polymére (PEMFC):

L'électrolyte de cette pile a combustible est une membrane échangeuse d'ions
(polymere d'acide sulfonique fluoré ou autre polymeére similaire) qui est un excellent
conducteur de protons. Le seul liquide dans cette pile a combustible est I'eau. En régle
générale, les électrodes en carbone avec électro-catalyseur en platine sont utilisées a la fois
pour I'anode et la cathode et avec des interconnexions en carbone ou en métal. La gestion
de I'eau dans la membrane est essentielle pour des performances efficaces ; la pile a
combustible doit fonctionner dans des conditions ou elle ne s'évapore pas plus vite qu'elle
n'est produite car la membrane doit étre hydratée. En raison de la limitation de la
température de fonctionnement imposée par le polymere, généralement inférieure a 100
°C, mais plus généralement autour de 60 a 80 °C, et en raison de problémes de 1’équilibre
hydrique, un gaz riche en H2 avec peu ou pas de CO (un poison a basse temperature) est
utilisé. Une charge de catalyseur plus élevee (Pt dans la plupart des cas) que celle utilisée
dans les PAFC est nécessaire pour les deux anodes et cathode. Un traitement approfondi du
carburant est nécessaire avec d'autres carburants, car I'anode est facilement empoisonnée
par des niveaux méme infimes de CO, d'espéces soufrées et d'halogénes. Les PEMFC sont
recherchées pour une grande variété d'applications, en particulier pour I'alimentation
principale des piles a combustible des véhicules (FCV). En raison du grand intérét pour les
FCV et I'nydrogéne, I'investissement dans le PEMFC au cours des derniéres années,
dépasse facilement tous les autres types de piles a combustible combinés. Bien qu'un
développement significatif du PEMFC pour les applications stationnaires ait eu lieu, de
nombreux développeurs se concentrer sur les applications automobiles et
portables.(Yasser, D., Auger, F., Wang, Z., & Shao, L. (2023, July)).

1.5. 2:Pile a Combustible Alcaline (AFC):

L'électrolyte de cette pile a combustible est concentré (85 % en poids) de KOH dans
les piles a combustible fonctionnant a haute température (~250 °C), ou moins concentré
(35 a 50 % en poids) de KOH pour des fonctionnements a température ((~250 °C), ou
moins concentré (35 a 50 % en poids) de KOH pour des fonctionnements a température
((<120 °C). L'¢electrolyte est retenu dans une matrice (généralement de I'amiante) et une
large gamme d'électro-catalyseurs peut étre utilisée (par exemple, Ni, Ag, oxydes

métalliques, spinelles et métaux nobles). L'approvisionnement en combustible est limité
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aux constituants non réactifs a I'exception de I'nydrogene. Le CO est un poison et e CO2
réagira avec le KOH pour former du K2CO3, modifiant ainsi I'électrolyte. Méme la petite
quantité de CO2 dans I'air doit étre considérée comme un poison potentiel pour la pile
alcaline. Généralement, I'nydrogéne est considéré comme le combustible préféré pour
I'AFC, bien que certaines piles a combustible a carbone direct utilisent des électrolytes
alcalins (différents). L'AFC a été I'une des premieres piles a combustible modernes a étre
développée, a partir de 1960. L'application a I'époque était de fournir de I'énergie électrique
a bord du véhicule spatial Apollo. L'AFC a connu un succeés considérable dans les
applications spatiales, mais son application terrestre a été mise au défi par sa sensibilité au
CO2. Pourtant, certains développeurs aux Etats-Unis et en Europe poursuivent I'AFC pour
les applications mobiles et a systeme ferme (pile a combustible réversible).(Lamy, C., &
Léger, J. M. (1994)).

1.5. 3:Pile a Combustible a Acide Phosphorique (PAFC):

L'acide phosphorique, concentré a 100 %, est utilisé comme électrolyte dans cette
pile & combustible, qui fonctionne généralement entre 150 et 220 °C. A des températures
plus basses, I'acide phosphorigue est un mauvais conducteur ionique et I'empoisonnement
au CO de I'électro-catalyseur au Pt dans I'anode devient grave. La stabilité relative de
I'acide phosphorique concentré est élevee par rapport aux autres acides courants, par
conséquent, le PAFC est capable de fonctionner a I'extrémité supérieure de la plage de
température de l'acide (100 a 220 °C). De plus, I'utilisation d'acide concentré (100 %)
minimise la pression de vapeur d'eau, de sorte que la gestion de I'eau dans la cellule n'est
pas difficile. La matrice la plus couramment utilisée pour retenir I'acide est le carbure de
silicium , et I'électro-catalyseur a la fois dans I'anode et la cathode est le Pt. Les PAFC sont
principalement développés pour des applications stationnaires. Aux Etats-Unis et au Japon,
des centaines de systemes PAFC ont été produits, vendus et utilisés dans des tests et des
démonstrations sur le terrain. C'est encore I'un des rares systemes de pile a combustible
disponibles a I'achat. Le développement du PAFC avait ralenti au cours des dix derniéres
annees, au profit des PEMFC dont on pensait qu'ils avaient un meilleur potentiel de codt.
Cependant, le développement du PAFC se poursuit.(Baril, J., Max, J. J., & Chapados, C.
(2000).
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I.5. 4: Pile a combustible a carbonate fondu (MCFC):

L'électrolyte de cette pile & combustible est généralement une combinaison de
carbonates alcalins, qui est retenue dans une matrice céramique de LiAIO2. La pile a
combustible fonctionne a 600 & 700 °C ou les carbonates alcalins forment un sel fondu
hautement conducteur, les ions carbonates assurant la conduction ionique. Aux
températures de fonctionnement élevées des MCFC, le Ni (anode) et I'oxyde de nickel
(cathode) sont adéquats pour favoriser la réaction. Les métaux nobles ne sont pas
nécessaires au fonctionnement et de nombreux hydrocarbures courants peuvent étre
reformés en interne. Le développement du MCFC s'est concentré sur les applications
stationnaires et marines plus importantes, ou la taille et le poids relativement importants du
MCEFC et le temps de démarrage lent ne sont pas un probléme. Les MCFC sont pour une
utilisation avec une large gamme de carburants conventionnels et renouvelables. La
technologie de type MCFC est également envisagée pour DCFC. Aprés le PAFC, les
MCFC ont été démontrés le plus largement dans les applications fixes, avec des dizaines
de projets. Alors que le nombre de déeveloppeurs MCFC et le niveau d'investissement sont

réduits, le développement et les démonstrations se poursuivent .(Lachichi, A. (2005)).
I.5. 5:Pile a combustible a oxyde solide (SOFC):

L'électrolyte de cette pile a combustible est un oxyde métallique solide et non
poreux, généralement du ZrO2 stabilisé au Y203. La cellule fonctionne a 600- 1000 °C ou
la conduction ionique par les ions oxygeéne a lieu. Typiquement, I'anode est en cermet Co-
ZrO2 ou Ni-ZrO2, et la cathode est en LaMnO3 dopé au Sr. Au début, la conductivité
limitée des électrolytes solides nécessitait un fonctionnement de la cellule a environ 1000 °
C, mais plus récemment, les cellules a électrolyte mince avec des cathodes améliorées ont
permis une réduction de la température de fonctionnement a 650-850°C. Certains
développeurs tentent de pousser les températures de fonctionnement SOFC encore plus
bas. Cela a permis le développement de SOFC compacts et performants qui utilisaient des
matériaux de construction relativement peu colteux. Des efforts concertés de
développement de piles, en particulier par le biais du programme SECA du DOE
américain, ont considérablement fait progresser les connaissances et le développement des
SOFC planaires a électrolyte mince. Grace a I'amélioration des performances, les SOFC

sont désormais envisagées pour un large éventail d'applications, notamment la production
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d'électricité stationnaire, I'alimentation mobile, I'alimentation auxiliaire pour les véhicules

et les applications spécialisées.(Dumaisnil, K. (2015 ).
1.6. Applications des piles & combustible:

Les piles a combustible ont d'abord été utilisées dans des applications spatiales,
puis ont commencé a se développer et a se répandre davantage dans les cercles militaires,
ou les piles a combustible étaient alors utilisées comme source de secours en raison de leur
grande fiabilité. Actuellement, tous les constructeurs automobiles commercialisent leurs
nouveaux produits hybrides utilisant des piles & combustible, en plus de I'utilisation des

piles & combustible, qui se répandre dans les bus, les trains, les avions et les mini vélos.

Les piles a combustible se sont également répandues dans de petites applications
telles que les téléphones cellulaires, les ordinateurs portables et autres. La possibilite
d'utiliser des piles a combustible pour alimenter les hopitaux, les banques et les
distributeurs de billets est en cours. Les applications des piles a combustible sont
nombreuses, avec le développement de la technologie, les domaines de leur utilisation se
multiplient.(Léger, J. M. (1994)).

1.6.1: Applications fixes:

Actuellement, plusieurs systemes de piles a combustible ont été installés dans le
monde dans des hépitaux, des hétels, des bureaux et des écoles, en plus d'utiliser des piles
a combustible comme postes électriques connectés au réseau électrique public pour fournir
un support au réseau ou des postes électriques indépendants dans zones difficiles a
connecter au réseau. Les systemes de pile a combustible fonctionnent a une efficacité de 15
% sans bruit et sans pollution de I'air. Lorsque les piles a combustible sont utilisées dans un
systéme de cogénération ou I'énergie thermique résultante est utilisée, I'efficacité peut étre
portée a 85 %.(Miraoui, A. (2009)).

1.6.2: Télécommunications:

Avec l'utilisation croissante des ordinateurs, d'Internet et des réseaux de
communication, la nécessité d'une plus grande source fiable est apparue L’eau formé est un
liquide dans les conditions normal de température et dépression (0C° et 1 atm ou 273K et
1013 hpa) .

Les piles a combustible ont prouvé que leur fiabilité peut étre remplacée. Quant aux

économies réalisées avec les piles a combustible pour fournir une puissance allant jusqu'a 5
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kW, elles sont silencieuses et respectueuses de I'environnement, et elles peuvent étre
congues pour étre durable, c'est-a-dire qu'elles peuvent résister aux conditions
météorologiques environnantes. Elles sont actuellement utilisées comme source
d'alimentation principale ou comme source de support dans les tours cellulaires et les

nceuds de commutation et de télécommunications.(Lejeune, E. (2023).
1.6.3:Usines de traitement des eaux usées et de certaines boissons:

Des piles a combustible sont désormais installées dans les usines de traitement des
eaux usees du monde entier et cette technologie s'est avéree efficace pour réduire les
émissions car elle utilise le gaz méthane de ces sites comme combustible. 1l a également

été installé dans plusieurs usines de production de certaines boissons.(Lefevre, G. (2004).
1.6.4:Dans le domaine des transports:

- Bus : Au cours des derniéres années, beaucoup de bus a pile a combustible ont été
utiliseés en Europe, en Amérique du Nord et du Sud, en Asie de I'Est et en Australie. Le
haut rendement des piles a combustible en plus des tres faibles polluants car I'nydrogene
est produit a partir de sources renouvelables a considéerablement amélioré la qualité de I'air,
en particulier dans les zones considérées comme l'une des plus polluées au monde comme
la Chine.(Rousseau, I. (2018)).

-Vélos moteur : Malgreé leur petite taille, de nombreux vélos moteurs sont considérés
comme polluant l'air, leurs gaz d'échappement sont tres polluants par rapport a leur petite
taille. 1l produit du monoxyde de carbone et des hydrocarbures en quantités similaires a
celles d'un camion diesel. Par conséquent, les vélos moteurs qui fonctionnent avec des
piles & combustible sont une solution appropriée pour des pays comme I'Inde et I'Asie ou
de nombreuses personnes utilisent des vélos moteur comme moyen de transport.(Rérat, P.
(2018)).

_Ascenseurs et mécanismes de transport dans les usines Chariots

élévateurs/Manutention:

En plus de la fonction de réduction des émissions de gaz nocifs, les ascenseurs
fonctionnant avec des piles a combustible se caractérisent par le fait qu'ils nécessitent
beaucoup moins d'entretien que les mécanismes fonctionnant a I'électricité, car ils doivent
recharger leurs batteries périodiqguement ou les remplacer. Elles s'endommagent

rapidement car le travail dans ce domaine doit étre arrété et redémarré rapidement et
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fréquemment, de sorte que les piles a combustible sont considérées comme ayant
d'excellentes performances et une sortie électrique stable, en plus de cela, elles ne souffrent
pas de la chute de tension qui se produit. (Riopel, D. (1985)).

1.6.5:Avions:

L'attention est portée sur la technologie des piles a combustible qui alimentent
militairement les avions en raison de leur faible bruit, de leur petite taille et de la
possibilité de les utiliser dans les airs. L'une des plus grandes entreprises développant cette
technologie est Boeing. La figure montre un avion allemand basé sur des piles a
combustible survolant la ville de Hambourg L’eau formé est un liquide dans les conditions
normal de température et dépression (0C° et 1 atm ou 273K et 1013 hpa) .(KY, J. R.
(2021)).

1.6.6:Bateaux :

L’Islande s'est engagée a convertir sa vaste flotte de péche pour utiliser les piles a
combustible comme source d'alimentation auxiliaire a la fin de 2015 afin d'ouvrir la voie a
I'ensemble de la flotte pour passer aux piles a combustible comme source principale. Les
moteurs a pile a combustible sont plus efficaces que les moteurs a combustion, en plus de

leurs autres avantages de réduction de la pollution .(Coriat, B., & Lantenois, C. (2011)).
1.6.7:Unités d'alimentation auxiliaires (APU):

Les camions transportent a bord de nombreux appareils électriques tels que des
radiateurs, des climatiseurs, des ordinateurs, des téléphones, des réfrigérateurs et des
micro-ondes. Pour faire fonctionner ces équipements lorsque le camion est a l'arrét, le
moteur doit étre démarré .(Villani, P. (2019)).

1.6.8: Alimentation portable:

Les piles a combustible peuvent nous fournir de I'énergie la ou le réseau électrique
n'est pas disponible. Elles sont utilisées dans des situations d'urgence et dans des
applications militaires. Elles sont plus efficaces que les batteries, durent plus longtemps et
sont plus légeres.(Hankache, W. (2008)).

1.6.9:Micro-équipement électrique:
Les piles a combustible sont I'une des sources d'énergie les plus appropriées pour les

petits appareils électroniques en raison de leur petite taille et de leur capacité a générer une
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grande quantité d'énergie électrique pour leur petite taille. Les piles & combustible sont
désormais utilisées dans les téléphones portables, les ordinateurs portables, les montres et

d'autres petites applications.

Les chargeurs proposés sur le marché permettent désormais de recharger I'ordinateur
pour une autonomie une vingtaine d'heures et le téléphone portable pour une autonomie de
trente jours. lls ont également été utilisés dans les détecteurs de fumée, les alarmes et les
cameéras de surveillance. Beaucoup de ces équipements sont exposés chaque année a
I'exposition sur les piles a combustible FC EXPO qui se tient chaque année a Tokyo. Sony
a présenté un chargeur portable, qui est un appareil hybride entre une pile a combustible et
une batterie au lithium. Toshiba a présenté, a travers le salon "Hanovre", le Notebook
(ordinateur portable) équipé d'une mini pile a combustible, et il permet a I'appareil de
fonctionner pendant une semaine entiere sans s'arréter sans assistance ni connexion a
aucune autre source d'alimentation L’eau formé est un liquide dans les conditions normal

de température et depression (0C° et 1 atm ou 273K et 1013 hpa) .(Thounthong, P. (2005)).
1.6.10:Dans le domaine des turbines a gaz:

Les turbines a gaz sont celles qui produisent le mouvement de rotation nécessaire
pour faire tourner le générateur et ainsi générer de I'électricité, améliorant ainsi le
rendement de I'électricité générée .Une etude publiée par le centre (BBC marketing/
technology) a confirmé que les ventes de piles a combustible en 2003 atteignaient 1,3
milliard de dollars, alors qu'elles atteignaient 355 millions de dollars en 1998, soit une
augmentation de 30 % et cela confirme la tendance a l'utilisation universelle des piles a
combustible dans diverses applications. Par conséquent, la recherche s'oriente vers
I'obtention de nouveaux matériaux pouvant étre utilisés dans ces cellules au lieu de
matériaux colteux, et les travaux sont toujours bases sur le développement de cellules, la
réduction de leur prix, de leur poids, de leur taille et I'augmentation de leur efficacité et de
leur énergie, ils conviennent a de nombreuses applications et autres processus.(Amine, S.
(2024)).
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1.7: Les piles a combustible biologiques (PCB):
1.7.1.Généralité:

Les piles a combustible biologiques (PCB) constituent une technologie prometteuse
pour la production d'énergie propre et durable.

Elles exploitent I'énergie chimique issue de la matiére organique pour générer de
I'électricité, contrairement aux piles a combustible classiques qui utilisent des combustibles

comme I'hydrogéne ou le gaz naturel. (Ressam, 1. (2017)).
1.7. 2. Fonctionnement :

Les PCB se composent de deux électrodes, une anode et une cathode, séparées par

une membrane.

Des biocatalyseurs, tels que des enzymes, sont présents sur les electrodes et
permettent de dégrader la matiére organique en composants plus simples. Cette
dégradation genére des électrons qui circulent dans un circuit externe, créant ainsi un
courant électrique. (Kuhn, V. (2015)).

1.7.3 Types de PCB :
Il existe différents types de PCB, classés selon le type de biocatalyseur utilisé :

- PCB a enzymes: Elles utilisent des enzymes pour oxyder le combustible et génerer

des électrons.

- PCB a microbes: Elles exploitent des micro-organismes vivants pour dégrader la

matiére organique et produire de I'électricité.

- PCB a photosynthése artificielle: Elles imitent le processus de photosynthése

naturelle pour convertir I'énergie lumineuse en électricité.
- PCB mitochondrie
1.8:Notions sur les piles a combustible microbiennes PCMs:

La pile a combustible microbiennes (PCM) est un dispositif électrochimique qui
permet de transformer directement en énergie électrique, 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-électrogénes. Ces bactéries sont organisées en biofilm a la
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surface de I'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 (Figure5A).
ou semi microbiennes dans le cas ou la catalyse a la cathode est réalisée par des catalyseurs
minéraux (Figure5B).

Matiére
organique

Matiére
organique B

Anions
Cation

Anode Cathode Anode
microbienne abiotique 7 microbienne

Electrolyte
o - SR >

Cathode
microbienne

Electrolyte

Figure 5 : Schémas de piles a combustible.,
A : totalement microbienne B : semi_microbienne (Ketep, 2012).
1.9.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 (Figure6), et
oxydent les matiéres organiques grace a une propriété intéressante qui est celle de la
respiration intracellulaire des microorganismes, processus leur permettant de subvenir a
leur besoins énergétiques. Pendant la métabolisation, les substrats sont oxydés, produisant
ainsi des électrons et des protons a I'intérieur de la bactérie. Ceux-ci sont par la suite
éjectés 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 maniere directe
ou indirecte (Benghernit, 2016; Dumas, 2007 ; Ketep, 2012; Pierre etal., 2015).
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Cathode @ I Anode

Figure 6: Schéma de fonctionnement d'une pile a combustible microbienne (Pierre étal.,
2015).

Le biofilm est I'agrégation de ces microorganismes sur la surface de I'anode, qui

dégrade le substrat.

Les protons liberés dans I'effluent se déplacent jusqu'a la cathode ou ilssont consommes,

pour produire de I'eau en présence de dioxygene.
1.10.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 a ce sujet a la cour du 20iéme
siecle 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 7: Evolution du nombre d'articles scientifiques sur les piles a combustible

microbiennes (Pocaznoi, 2012).

Le transfert d'électrons entre la bactérie et I'électrode peut se faire de maniere directe,
via les composants de la membrane cellulaire, ou de facon indirecte, soit par I'oxydation

abiotique de produits issus de la fermentation biologique.
1.10.1. 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 electrons de I'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 (Figure8) grace a des expériences réalisées avec des mutants pour
lesquels le gene codant pour les cytochromes C a été delété ou surexprimé. Le fait que leur
génome est parfaitement connu avait facilité I'expérience (Bergel, 2012 ; Dumas, 2007 ;
Ketep , 2012; Oliot, 2017 ; Pocaznoi, 2012).
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Figure 8: Représentation des mécanismes de transfert d'électrons direct via les
cytochromes chez G. sulfurreducensvers I'anode (Bergel, 2012).

OmcB, 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 pill possedent 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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Figure 9: les différents modeles 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 9). Chez S.oneidensisLe modele actuel
pour la conduction électrique le long des nano fils est le saut d'électrons entre les
cytochromes (Figure 9a) malgré que la composition des filament est encore non spécifiée
mais sont plus épais

(diametre de 50 a 150 mm) que les pili chez G. sulfurreducens(diametre de 3 a 5 um)
qui ont une conductivité semblable a celle du métal (Figure 9b), mais les deux ont la méme
capacité de former un réseau conducteur a l'intérieur du biofilm en se connectant aux autres
bactéries (Figure ) (Malvankar and Lovley., 2014 ; Pocaznoi, 2012).
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Figure 10 : Transfert d'électrons via les pill chez Geobactersulfurreducens(Pocaznoi,
2012)
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1.10.2. 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 endogénes ou exogenes qui jouent le role 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'électrons a l'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’electrons par les médiateurs endogenes :

De nombreuses bactéries sont capables de produire elles-mémes leur médiateur
électrochimique tel que les mediateurs endogenes produits par Shewanellaoneidensis sous
forme de flavines (riboflavine et de riboflavine-5'-phosphate) qui représente la voie
majeure pour les transferts extracellulaires de cette espéce (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).
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& d’électrons
— oxydé
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Electrode
< Médiateur <» Médiateur ® fl D
. ectron Bactérie

endogéne endogeéne
oxydé réduite

Figurell : Représentation schématique du mécanisme de transfert d'électrons entre une

bactérie et une électrode via des médiateurs endogénes (De Almeida Cournet, 2010).
b) Transfert indirect d'électrons par les médiateurs exogenes :

De nombreuses bactéries sont incapables d'échanger les électrons avec une électrode

comme par exemple : Escherichia coli, Proteusvulgaris, Actinobacillussuccinogenes,

23|Page



Chapitre | : Géneéralites sur la technologie des piles a combustible

Erwiniadissolvens, Pseudomonas spp, Bacillus spp., etc. Elles nécessitent donc I'utilisation
de médiateurs artificiels ajoutés dans les cultures microbiennes pour le transfert

électronique (Figure 11).

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 criteres :
- Sa forme oxydée doit facilement pénétrer a travers la membrane.
- les cinétiques des réactions d'oxydation a I'électrode doivent étre rapides.
- son potentiel d'oxydo réduction doit étre proche de celui du métabolite
réducteur .
Aucune de ses formes oxydeées ne doit interférer avec d'autres processus

métaboliques (Ketep, 2012).
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Figure 12: Représentation schématique du mécanisme de transfert d'électrons indirect
entre une bactérie et une électrode via des médiateurs exogeénes (De Almeida Cournet,
2010).

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 électrochimiques n'oxydent pas le substrat

(glucose) complétement en CO2.
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1.10.3. Transfert d'électrons par I'oxydation d'un produit issu du métabolisme

bactérien :

Certains microorganismes produisent des composés métaboliques riches en énergie
tels que I'hydrogéne, I'éthanol, le formate, ou I'ammonium capables de s'oxyder
abiotiqguement a I'anode.

C'est dans les années 60 qu'ont été mis au point les premiers biofilms anodiques
faisant intervenir I'utilisation de I'hnydrogéne 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).

Anode - Glucose C;H,,0,

o 2H,0
QX
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H, OOQ 2CO;

SH*
2CH,COOH

Figurel3 : Schéma du mécanisme indirect de transfert d'électrons par I'oxydation d'un

produit du métabolisme bactérien (Pocaznoi, 2012).
I.11:Constituants des piles microbiennes :

De facon générale les composants des piles microbiennes étudiés a échelle du
laboratoire sont les électrodes, la résistance externe, la membrane échangeuse d'ions, le

compartiment anodique (anolyte) et le compartiment cathodique (catholyte).
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a- Electrodes : Les électrodes utilisées peuvent étre sous forme de fil,
de grille, de feuille, de plaque, d'éponge, de feutre, de barreau, de tube ou de
granules. Les matériaux rencontrés dans les piles microbiennes sont le carbone et le
graphite, I'acier inoxydable, le platine et le carbone vitreux réticulé. L'objectif est
d'avoir une aire d'électrode la plus grande possible.(Quezada, B. C. (2009)).

b- Résistance externe : Les électrodes sont connectées au-travers
d'une résistance externe qui dissipe I'énergie produite par la pile. Le courant produit
par la pile est faible pour des valeurs élevées de résistance et vice-versa, suivant la
loi d'0Ohm (I = U/R). La performance d'une pile est mesurée en variant la résistance
externe et en mesurant la puissance produite pour chaque résistance. Un nombre
important de travaux reportent l'utilisation d'une résistance de 1000 ohms comme
valeur standard pour faire debiter les piles sur de longues périodes; certains autres
préférent utiliser la valeur de la résistance que génére la puissance
maximale.(Chouard, N. (2011)).

c- Membrane : Les séparateurs sont utilisés afin d'éviter le mélange
entre I'anolyte et le catholyte lorsqu'ils sont différents et que les produits de réaction
d'une électrode n'arrivent au voisinage de l'autre. Les membranes échangeuses de
protons des fournisseurs Nafion® et Ultrex® comptent parmi les plus utilisées pour

les piles microbiennes.

d- Anolyte : L'anolyte dans les piles microbiennes est composeé par un
solvant, habituellement de I'eau, un sel comme électrolyte de base et un systeme
tampon qui stabilise le pH. Des composés carbonés et nitrés nécessaires aux
fonctions microbiennes sont souvent ajoutés. Les anolytes bien contrélés utilisés en
laboratoire peuvent étre substitués par des effluents domestiques ou industriels

selon les objectifs de la recherche.

e- Catholyte : Les bio cathodes sont moins fréquentes que les bio
anodes. Lorsque des micro-organismes sont utilisés, les composants du catholique
sont similaires a ceux de 1’acolyte pour assurer les conditions d'un environnement
biologique. Souvent les cathodes utilisent la réduction de I'oxygéne gazeux contenu
dans l'air en utilisant des cathodes dites « respirantes ». Dans d'autre cas le
catholyte contient un oxydant qui est consommeé par la pile, le plus répandu étant

I'hexacyanoferrate.
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11.1. Introduction:

La technologie des piles a combustible microbiennes fait intervenir des microorganismes
qui forment des biofilms électrocatalytiques a la surface des électrodes. Il est donc utile de

rappeler quelques notions de base sur les biofilms.
11.2. Définition:

Un biofilm est un assemblage de microorganismes, contenu dans une matrice
extracellulaire de type exopolymérique, qui est attaché par une adhésion irréversible a une
surface solide ou associé a une interface solide/liquide ou encore air/liquide .

Cet assemblage de microorganismes peut étre composé uniquement par des bactéries mais
dans le cas d’environnements aquatiques, il peut étre initi¢ par des diatomées et étre composé

de bactéries, d’algues, de protozoaires et de champignons.

Dans tous les cas, les biofilms ont des structures tres hetérogénes, composes
essentiellement de cellules bactériennes et de substances extra-polymeriques (EPS). Cette
substance représente 50 a 90 % du carbone organique total du biofilm et est composée
majoritairement de polysaccharides et de protéines (soit 75 — 89 % de la composition en EPS du
biofilm) .

La matrice extracellulaire permet au biofilm d’adopter une structure en trois dimensions
contenant des micro-colonies de cellules bactériennes, d’espéce unique ou multiespéces, qui
sont séparées les unes des autres par des vides interstitiels encore appelés voies d’eau, canaux
ou pores. Ces vides favorisent la circulation des nutriments par le flux de liquide provenant du

milieu dans lequel s’est formé le biofilm mais également 1’échange des produits métabolites

avec le milieu extérieur.(BERGEL, A. (2012)).
11.3. La formation d’un biofilm:

La formation d’un biofilm bactérien sur une surface solide est un phénomeéne complexe
dans lequel des processus physiques, chimigues et biologiques sont impliqués .(Haras, D.
(2005) )

La constitution d’un biofilm mature nécessite plusieurs étapes (Figure 14) :
- attachement réversible des bactéries,

- adhésion irréversible et production d’EPS,

- formation des micro-colonies,
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- maturation du biofilm et mise en place de la structure tridimensionnelle du biofilm,

- détachement du biofilm.

5 stages of Biofilm Development - .

Figure 14: Les 5 étapes de maturation d’un biofilm. (Davis, 2008).

( 1: attachement initial; 2: attachement irreversible; 3: colonisationn et croissance; 4 maturation

; 5: dispersion. )
11.3.1: Attachement initial :

Durant les phases préliminaires de transport et d'adhésion, les bactéries, en forme
planctonique, se déplacent sous I'effet de I'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 (Imane, B. (2019)).
11.3.2: Attachement irréversible :

Sous-entend l'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 hydrogenes entre les bactéries et le substrat .(Daumas, S. (1987) ).
11.3.3: La colonisation :

A cette étape, les micro-organismes 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
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produisent des exo-polymeéres qui forment la matrice du biofilm, favorisant son maintien et sa
plasticité. (Roux, Ghigo, (2006)).

11.3.4: La maturation :

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

nutriments et de I'oxygene dans les régions profondes du biofilm, ainsi que I'évacuation des

produits issus de l'activité métabolique. A cette étape, le biofilm s'étend et s'épaissit jusqu'a

former une structure macroscopique tridimensionnelle .(Lubey, P. (1959) ).

11.3.5: La dispersion du biofilm :

Cette étape est liée a un retour vers I'état planctonique da au vieillissement, a des carences

ou a des stress liés a I'environnement (mangues des nutriments ou des accepteurs d'électrons,

modification de pH, I'application des forces physiques sur le biofilm). Les bactéries ainsi

libérées vont pouvoir coloniser de nouvelles surfaces. (Cambon, (2021)).

I1.4: Les Facteurs environnementaux et microbiologiques influencant I’attachement

microbien et la structure du biofilm:

Tableau 2 : Facteurs environnementaux et microbiologiques influengant 1’attachement

microbien et la structure du biofilm.(Saur, T. (2014)).

Caractéristiques du

Composition

microbiologique

Caractéristiques de la

surface ou de I’interface

milieu

-Appendices extracellulaires -Rugosité de la surface
-pH (flagelles ou fimbriae) -Hydrophobicité de la surface
-Température -Surface cellulaire (protéines,

-Intensité lumineuse
-Concentration en nutriments
-Concentration en polyméres

-Hydrodynamique

lipopolysaccharides,
exopolysaccharides,...)
-Hydrophobicité de la surface
cellulaire

-Historique de colonisation

primaire
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La structure du biofilm dépend toutefois de nombreux facteurs environnementaux et
microbiologiques . Ainsi, ’intensité lumineuse, la vitesse d’écoulement de I’eau
(hydrodynamique), I’historique de la colonisation primaire, 1’age du biofilm, les conditions de
croissance, les propriétés de surface et d’interface, la disponibilité des nutriments, la
composition microbiologique du biofilm, la présence ou non d’appendices extracellulaires
(flagelles, fimbriae,...), I’hydrophobicité de la surface cellulaire, le pH et la température du
milieu sont autant de facteurs pouvant affecter la structure du biofilm. Par exemple, le biofilm
sera plus épais sur une surface solide rugueuse et plus hydrophobe. Tous ces paramétres vont
donc plus ou moins favoriser 1’attachement, 1’adhésion et la croissance de microorganismes

pour évoluer en biofilm (Tableau 2).
I1.5. Intéréts et avantages du biofilm pour les microorganismes:

Les communautés microbiennes associées sous la forme de biofilm bénéficient sans
conteste de la protection contre plusieurs stress environnementaux grace a leur enveloppement
par la matrice extracellulaire. Cette matrice qui constitue en fait un gel polymérique autour des
cellules bactériennes est une barriére physique et fournit une protection contre, par exemple, les

radiations UV, les modifications de pH, les chocs osmotiques et la dessiccation .

Elle a le pouvoir aussi de séquestrer des métaux, des cations ou des toxines qui
pourraient étre nuisibles pour les cellules bactériennes. De plus, elle peut retarder ou empécher
I’acces de molécules antimicrobiennes issues du milieu en régulant les transports par diffusion

ou en interagissant chimiguement avec ces molécules .

Les nutriments, les composés organiques ou encore le O2 sont absorbés par la matrice
du biofilm et peuvent ainsi se concentrer dans le biofilm augmentant leur disponibilité pour les

microorganismes.

Le flux liquide qui circule dans les vides interstitiels du biofilm permet également
d’augmenter 1’échange des nutriments et des produits issus des processus métaboliques des
microorganismes avec le milieu extérieur et ce dans toutes les couches du biofilm. Le biofilm
est composé de micro-colonies, en général contenant plusieurs especes bactériennes. La
multiplicité des especes et leur proximité dans le biofilm sont autant de facteurs qui favorisent

la communication intercellulaire et donc la coopération métabolique .

Cette coopération est essentielle pour le bon développement du biofilm. En effet, la

plupart des processus métaboliques comme par exemple la dégradation de la matiere organique
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nécessitent I’action combinée de plusieurs espéces bactériennes. Un des processus clé de cette

communication intercellulaire est le quorum seing. (Lebeaux, Lucet,(2016)).

Il permet par une modulation de I’expression génétique des bactéries d’obtenir des
changements phénotypiques permettant un meilleur ajustement aux conditions
environnementales pendant la croissance du biofilm. Cette régulation de paramétres est possible
par la sécrétion de molécules dites signal encore appelées auto-inducteurs. Le quorum sensing
permet aux bactéries du biofilm de réguler leur densité de population. Par exemple, lors du
détachement des bactéries, une sécrétion d’auto-inducteurs peut permettre le ralentissement de
la formation de la matrice pour libérer les bactéries. Le quorum sensing intervient dans de
nombreux processus métaboliques comme la biosynthése d’enzymes extracellulaires, le
développement et la croissance du biofilm, le développement de nouvelles compétences

génetiques, la symbiose.

La proximité des microorganismes dans les biofilms permet le transfert de génes entre
les especes bactériennes. Ce transfert permet d’assurer une meilleure stabilité du consortium
bactérien qu’est le biofilm par des améliorations génétiques telles que la résistance aux
antibiotiques ou aux métaux. Il participe également a 1’évolution et a la diversité des especes
génétiques des familles bactériennes existantes par 1’acquisition des bactéries de nouveaux
genes. Le mécanisme de transfert le plus important est celui de la conjugaison des
plasmides.(Doberva, M. (2016)).

11.7.1:Les aspects négatifs des biofilms :

Les biofilms peuvent provoquer divers problémes dans de nombreux secteurs industriels
ou dans le domaine de la santé. Ils sont, par exemple, a I’origine de dégradations de matériaux

(corrosion) ou de graves problemes sanitaires.

Concernant les probléemes de santé, il a ét¢ montré que les biofilms sont a 1’origine de

60% des infections chez I’Homme.

Le développement des biofilms sur le matériel médical (seringues, cathéters, protheses,
implants...) ou sur les tissus corporels (yeux, oreilles, dents, poumons, os...) est le responsable

direct de ces problémes dans le domaine médical.

La bactérie la plus étudiée dans ce domaine est Pseudomonas aeruginosa. L’organisation
de ce type de bactéries en biofilm est a I’origine des infections pulmonaires chroniques chez les

patients atteints de mucoviscidose.
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Les biofilms posent également des problemes dans de nombreux secteurs industriels.
Dans I’industrie pétroliere par exemple, la colonisation des systémes d’injection d’eau peut
entrainer une acidification du pétrole qui rend ce dernier inutilisable. Lorsque le développement
des biofilms s’effectue dans les canalisations d’eau potable, il présente également un probléme
majeur car I’ajout de chlore ne permet pas d’éliminer totalement les bactéries fixées sur la
surface Les biofilms sont aussi capables d’induire des problémes dans le milieu marin. Des
problémes de corrosion directe ou indirecte de différents matériaux. Notons la formation de
biofilms sur les coques des navires, appelé phénomeéne de « biofouling » (ou « biocolmatation
»), qui conduit & une augmentation significative du poids et qui peut provoquer une

augmentation des forces de frottement, d’ou une diminution de la vitesse des bateaux.

Cela entraine des surco(ts energétiques importants qui se traduisent par une
surconsommation de carburant et ainsi des pertes économiques importantes et des problémes
environnementaux résultants des émissions de CO2 par exemple. L’industrie agro-alimentaire
n’est pas épargnée par les problemes induits par les biofilms contaminant des produits dans

divers secteurs tels que les laiteries, les sucreries, les brasseries, etc.

En gros, tout équipement non stérilisé abrite des micro-organismes qui peuvent
s’organiser en biofilms en quelques heures dans des conditions favorables, permettant ainsi aux
bactéries de devenir résistantes aux agents extérieurs grace a la protection physique apportée
par cette organisation. Lutter contre le developpement des biofilms est un enjeu important dans
les différents domaines médicals ou industriels. Leur élimination nécessite sonvent la mise en
jeu de composés nocifs qui polluent les sols et ’eau. Cependant les biofilms peuvent aussi jouer

des rdles positifs dans plusieurs domaines.
11.7.2:Les aspects positifs des biofilms:

Les biofilms jouent un role essentiel dans de nombreux processus : ils contribuent a la
production et a la dégradation de la matiere organique, au recyclage de 1’azote, du soufre et de
nombreux métaux. Dans le cas de la bio-minéralisation, I’eau accumulée dans les nappes
souterraines et lors de son passage dans les sous-sols, subit une épuration naturelle par I’action

des biofilms qui permettent la fixation de 1’azote et du carbone.

Dans le cas de la bio-rémédiation, les biofilms servent au traitement des déchets en
transformant les matiéres organiques et inorganiques toxiques ou indésirables en sous-produits

bénins.
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On peut citer comme exemple la réduction ou 1’oxydation des contaminants de 1’eau.
Ainsi, les nitrates et nitrites peuvent étre réduits biologiquement en azote, aussi le perchlorate
en eau et chlore et les solvants chlorés en éthyléne et chlore. Les biofilms sont aussi utilisés
pour la biolixiviation des minerais pour mobiliser les métaux lourds d’un sol ou d’un déchet.
Dans le secteur de I’industrie agroalimentaire, les biofilms sont utilisés pour différents raisons,
par exemple, les bactéries lactiques interviennent dans la fabrication de fromages, du vin, des
yaourts. Un des meilleurs exemples pour mettre en évidence I’effet bénéfique des biofilms en
lieu avec ce travail de thése, est leur utilisation dans le domaine du traitement des eaux usées
qui s’effectue grace a I’utilisation de biofilms ¢€lectro actifs (EA), qui ont la capacité de
transférer des ¢électrons, issus de 1’oxydation des maticres organiques, a une surface d’¢électrode

solide (anode) permettant ainsi la production de « bioélectricité ».(Roux, (2006)).
11.8. Les biofilms électro actifs (EA):
L’¢lectro activité d’une cellule bactérienne est définie par sa capacité a échanger des

électrons avec des accepteurs ou des donneurs externes en état naturel.Un biofilm électro actif

désigne un biofilm capable de réaliser ces échanges. Ces transferts
d’¢électrons sont générés par le catabolisme, ils sont de deux types : intracellulaire et
extracellulaire (Pinck, 2014).
11.8.1: 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).
I1.8.2:Les transferts extracellulaires d’électrons :
Ce type de transfert d’¢lectrons se fait en régle générale de la cellule vers un accepteur
final extracellulaire. Un exemple trés étudié de ce mécanisme est la respiration

extracellulaire du Fe (I11) par Shewanellaspp (Figure 15). 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
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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 (I1) par ces protéines de la membrane

externe.
Carbone organique, Hz2 Fe (III)
Fe (II)
Con=
MC ME
periplasm = ——————
NADMKP) o -
Déshydrogénase
NADMKIFP)H >
~ Feoam
COwuinome Feon
ool
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Feoam
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Fean

i ——
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Figure 15: Respiration de Fe (111) par Shewanellaspp (Pinck , 2014).

Représentation du mécanisme responsable des transferts d’électrons au cours de la

respiration

extracellulaire de Fe(l11), MC : membrane cytoplasmique ; ME : membrane externe ;
OmcB et MtrA : cytochrome de type C.
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11.9. 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 contrdle sur des genes

specifiques (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 biosynthese d’enzymes
extracellulaires, le développement et la croissance du biofilm, le développement des nouvelles

compétences génetiques et la symbiose (Roux et Ghigo, 2006).
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I11.1. Objectif de travail:

A la lumiére de la revue de littérature, I'objectif de ce travail est d'établir les principales bases
scientifiques, permettant de réaliser des piles biologiques « biopiles » fonctionnelles et
performantes, alimentées au fumier de cheval. Ce travail qui est fondé sur la conception d'une

biopile combustible microbienne, vise plusieurs objectifs, a savoir :

Reéaliser cette biopile microbienne en créant un prototype a deux compartiments, qui sera

aussi simple et économique que possible.
Suivre la charge électrique qui peut étre détecté par millimétre.

Analyser la communauté microbienne associée a I'anode de la biopile, et ayant une
activité électrochimique (Isolement et identification). Cette communauté existait déja dans le
lixiviat du fumier de cheval, qu'on a choisi comme source de bactéries. La présente étape est
une étape stratégique servant a identifier les bactéries qui ont la capacité de produire de
I'énergie électrique.

Tester le rendement de chaque espece bactérienne isolée a partir du biofilm formé sur

I'anode, en utilisant des biopiles avec une seule espéce.
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I11.2. Les souches bactériennes:
111.2.1:Choix des matériaux, souches et milieu :
deux souches bactériennes codé (A2,Cg F) font I’objet de cette étude .

Ce sont des souches sauvage isolé au paravent par notre encadrent Mr,Benreguieg
Mokhtar.

111.2.2:Le milieu:

Le milieu de culture utilisé est le milieu LB « LuriaBertani » Sa composition est

présentée dans le Tableau 3.Le pH du milieu est ajusté a 7-7,02 .

Le milieu LB est un milieu riche qui permet la croissance de toute les bactéries d'ou

son choix dans ce travail.

Tableau 3: composition du milieu de culture LB (les quantités pour 1L).

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

I11.3. Recherche des souches microbienne productrice d’électricité :
I11.3.1.Revivification :
La revivification des souches a pour objectif I’obtention d’une culture jeune et pure.

A D’aide d’un écouvillon stérile nous avons ensemencer en stries quelques colonies des
souches conservées (A2 et Cg_f) en surface dans des boites de pétrie contenant GN et Vf

préalablement coulée et solidifiée dans des boites de pétri.

Les boites de pétri sont incubées a 37C° pendant 24 heures.
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111.3.2:1e repiquage:

Le repiquage consiste a prendre quelques colonies des boites de pétrie contenant les

souches conservées et les mettre dans un tube a essai stérile contenant 5ml de Bouillon nutritif
Préalablement préparé. Aprés incubation a 37°C (température optimale de croissance de ces
Bactéries) pendant 24 heures, la croissance est appréciée par 1’apparition d’un trouble dans le
milieu.
111.3.3: Identification morphologique :

Apres I’obtention de la souche bactérienne pure a étudier, nous avons procédé a son
identification selon son aspect macroscopique et microscopique. D’abord nous avons ef-
fectué la coloration Gram. Une fois les bactéries fixees, nous avons commencé par déposer
quelques gouttes de violet phénique. On Laisse agir 4 a 6 secondes et on égoutte sans rin-
cer. Par la suite, quelques gouttes de lugol sont déposees. Puis, nous avons lavé la lame
avec ’alcool jusqu’a la disparition du violet. Enfin, nous avons ajouté une goutte de la so-

lution de Fuchsine. Une fois la lame séchée nous avons observé au microscope optique.

111.3.4: 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 : (Figure16)
- Premier erlen : 30 ml de milieu LB + la souche A2.
- Deuxiéme erlen : 30 ml de milieu LB +Cg_F .
- Troisieme erlen : 30 ml de milieu LB + le mix (+).

Les précultures sont incubées a 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 ul de chaque préculture utilisée pour inoculer de grands volumes (150 ml)

de LB qui feront le systeme électrochimique.
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Figurel6:Culture des souches dans le bouillon LB.
111.4. 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.
111.5. Préparation des électrodes :
111.5: Le montage nécessite I'utilisation de deux électrodes :

a. L'anode : Dans des conditions stérile; le polystyréne est coupée en
morceaux (3 morceaux) proportionnellement a la surface de la base du bocal utilisé.

chaque morceau est relié avec un fil de connexion en titane.

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 l'aide d'un fer a souder. Cet ensemble représente la cathode.
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Figurel?: les deux électrodes utilisées dans le montage.
IIL.6. L’architecture de la pile microbienne :

- Dans des conditions d'asepsie le polystyréne est placé au fond des bocaux en verre.
Le fil de titane déja relié a I'anode est alors attaché au bord de I'ouverture du bocal de verre

comme indiqué dans la (figure 18) et par le méme principe on place la cathode.

- Apreés la fixation des électrodes, les cultures bactériennes déja préparées sont versées
dans le systeme. Au total, trois bocaux et donc trois piles semi microbienne (due que la plaque
de cuivre est une cathode abiotique) sont construites :A2, Cg_F et le mix des deux souches.

- En utilisant un millivolt, une premiére mesure du courant est réalisée 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.

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

le plus possible le passage d'oxygene.
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Figurel8:le montage général des électrodes de la pile microbienne.

Figure 19: Millivolt utilisé pour la mesure du courant électrique.
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Piles & combustible microbienne:
111.7. Source du biocatalyseur de la biopile microbienne :

Comme source de biocatalyseur utilisé pour oxyder la matiere organique présente dans le
compartiment anodique, nous avons choisi le lixiviat de fumier de cheval, provenant d'une

ferme située au niveau de la commune de youb, wilaya de Saida.
111.8. Préparation du lixiviat :

En s'inspirant du modeéle du professeur en botanique Potter (1911), le but de la préparation
de la solution de lixiviat est le passage de la phase solide du fumier de cheval a la phase
liquide, permettant ainsi la mise en suspension des bactéries électro-actives dont nous

cherchons.
Cette préparation comprend les étapes suivantes :

On prend 50g de I'échantillon (fumier de cheval) et on y ajoute une solution de KCI a une
concentration de 0,06 mol/L pour obtenir une préparation plus ou moins pateuse. Cette

préparation doit subir par la suite une agitation pendant 48 heures.

Apreés l'agitation, la préparation doit &tre tamisé et filtré pour obtenir un liquide clair d'une
couleur vert noiratre (figure20 ). L'avantage de la filtration et la séparation de phases, est de
fournir une fraction liquide dépourvue de larges particules susceptibles de limiter le passage
des électrons, par le colmatage de la membrane séparant les deux compartiments de la biopile

microbienne.

Figure20: Aspect du lixiviat du fumier de cheval.
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Apres 48 heures en utilisant un millivolt, une premiére mesure du courant est réalisée pour
confirmer qu'il n'y a pas de contact direct entre les deux pbles de la pile et donc pour éviter

tout éventuel court-circuit et sont incubées a 37°C.

Figure2l: Prototype d’une biopile a combustible microbienne montée au niveau du

laboratoire.
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111.9. Analyse microbiologique :

Le lixiviat de fumier de cheval, utilisé comme source de biocatalyseur, et dans lequel la
bioanode est immergeée, est riche en micro-organismes parmi lesquels ceux qui ont le
caractere électrogene. Ces derniers, s'adsorbent sur la surface de cette électrode en formant un
biofilm qui peut contenir plusieurs souches bactériennes électro actives. Donc, afin
d'identifier ces bactéries, il est préférable d'effectuer un prélévement d'échantillon directement

a partir du biofilm formé sur la surface de la bioanode
111.10.1:1solement des souches bactériennes électro actives :

A l'aide d'un écouvillon stérile nous avons effectué un prélevement d'échantillon a partir du

biofilm formé; ensuite on I'a ensemencé en surface sur 4 boites de Pétri :
X Deux boites contenant du milieu gelose nutritive (GN) (en aérobie ).
X deux boites contenant du milieu gelose Hektoen (en aérobie ).
X Les echantillons ensemenceés dans le milieu gélose Hektoen ont été incubés

a 37 °C pendant 24 heures. Par ailleurs, les échantillons ensemencés dans le milieu

gélose nutritive ont été incubés a 37°C pendant 72 heures.
111.10.2:Purification de souches bacteriennes :

Aprés incubation de chaque boite ensemenceée, on obtient des colonies ayant des aspects
macroscopiques différents. Chaque colonie choisie est ensemencée en surface dans des boites
de pétrie contenant GN selon la technique de quadrant. Ensuite, pour toutes les boites,

I'incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.

Les souches isolées sont identifiées en se basant sur des caractéres culturaux, morphologique,

et quelques caractéres biochimiques.
111.10.3:1dentification de souches bactériennes :
111.10.3.1:ASPECT MACROSCOPIQUE:

L'aspect macroscopique des colonies (taille, bord, couleur) est déterminé aprés incubation a
37°C sur GN pendant 24h.
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111.10.3.2:ASPECT MICROSCOPIQUE: COLORATION DE GRAM

La morphologie ainsi que le mode d'association des isolats sont déterminés sur des cultures
jeunes par la technique de coloration de Gram, qui est une coloration différentielle : Elle
permet de classer les bactéries en deux groupes (taxonomiquement différents : bactéries Gram
positives : Gram + et bactéries Gram négatives : Gram -) sur la base de la perméabilité de leur
paroi a I'Alcool (ou a I'Alcool/Acétone). Cette perméabilité dépend de la composition de la

paroi bactérienne (épaisseur de la paroi liée a sa richesse en peptidoglycanes).

Les bactéries qui retiennent le colorant basique utilisé (cristal-violet) apres lavage a
I'alcool sont dites Gram positives, celles qui ne le retiennent pas sont dites Gram négatives.

111.10.3.3:Caractérisation biochimique des isolats :
111.10.3.3.1: Mise en évidence d'enzyme respiratoire : Catalase :
a) Principe:

Certaines bactéries produisent une catalase qui est une enzyme de nature ferroprotéique

capable de catalyser I'nydrolyse de H202 en libérant de I'O2.
2H202 — 2H20 + 02

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante, en contact de peroxyde
d'’hydrogene (H202). Si elles possédent la catalase, elles dégradent le peroxyde

d'’hydrogéne en eau et dioxygene visible par la formation de bulles.
b) Mode opératoire :

- Prélever une colonie avec une anse pour la déposer sans I'étaler sur une lame propre et

séche.
- Laisser tomber une goutte d'eau oxygénée (peroxyde d'hydrogene).
- Observer immédiatement.

La présence d'une catalase se traduit, en quelque secondes, par la formation de bulles

d'oxygeéne.
111.10.3.3.2:Caractérisation des souches par la galerie API 20 E:
a) Principe :

La galerie API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des pour

Eterobacteriaceae et autres bactéries bacilles a Gram négatif .C'est un systéeme simplifié,
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comporte 20 micro tubes contenant des substrats déshydratés permettant d'effectuer 22 tests
biochimiques. Des suspensions bactériennes de chaque souche sont effectuées dans de I'eau
physiologique a partir des cultures de 18h.

Ensuite, les suspensions sont inoculées dans les micros-tubes de la plaque API 20 E. Les
plaques sont incubées pendant 24h a 37 °C.

Les réactions se traduisent par des virages colores spontanés ou révélés par I’addition des

réactifs.

I Code de la souche:

se référer au catalogue API / /"
* pour identifier la souche
d’'aprés le code

Figure 22:présentation de la galerie API 20 E.

b) Technique de préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir de I'eau dans les

alvéoles pour créer une atmosphére humide.
Déposer stérilement la galerie dans la boite d'incubation.

Inscrire la référence de la souche sur la languette de la galerie.

c) Préparation de I'inoculum :

Une colonie, prélevée du milieu gélosé, est mise dans un tube a essai contenant 5 ml d'eau

distillée stérile, afin d'obtenir une suspension bactérienne.
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d) Inoculation de la galerie :
- Homogéneiser la suspension bactérienne.
- Pour les tests CiL, VP, GEL, remplir les tubes et les cupules avec la
- Suspension bactérienne préparee.

- Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes avec la suspension bactérienne

préparée.
- Recouvrir les tests ODC, ADH, LDC, H2S, URE, avec 2 gouttes d'huile de paraffine.
- Mettre le couvercle de la galerie.

- Incuber a 37° C pendant 24 heures.

e)Lecture et interprétation :

L'interprétation de la galerie s'effectue apres incubation, en se référant au tableau de

lecture, cité en annexe.
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IV.1. Etude macroscopique et microscopique des souches bactériennes:
IV.1.1:Etude macroscopique de souche A2:
Croissance sur milieu GN:

Les résultats obtenus aprés 24h d'incubation a 37°C sur le milieu GN ont montre que la
souche A2 apparaisse en colonies :

1. Petites a moyennes.

2. Circulaires.

3. Convexes .

4, Lisses.

5. Opalescentes (légérement nacrées) .
6. De couleur créme.

IV.1.2:Etude microscopique de souche A2:

Apreés la réalisation de coloration de gram on observe au microscope optique des bacilles
courts, isolés ou en courtes chaines, de couleur rose a rouge confirmant leur caractere

Gram négatif.

Figure23 : Observation de souche d’Escherichia Coli aprés coloration de Gram sous

microscope optique (G x 100).
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IV.1.3:Etude macroscopique de souche Cg_F:
Croissance sur milieu VF :

Les résultats obtenus aprés 24h d'incubation a 37°C sur le milieu VF ont

montré que la souche Cg_F apparaisse en colonies :

1. Circulaires

2. petites @ moyennes
3. Convexes

4. Opaque Entourées

IV.1.4:Etude microscopique de souche Cg_F:

Apreés la réalisation de coloration de gram on observe au microscope optique des bacilles

(batonnet), avec des extrémités arrondies, isolés ou en ¢ outres chaines, De couleur bleu

foncé a violet, confirmant leur caractere Gram positif.

Figure24 : Observation de souche clostridium butyrique apreés coloration de Gram sous

microscope optique (G x 40).

Selon les colorations de gram les souches nous avions caractérisées sont::
v Lasouche A2 forme des colonies de couleur rose a rouge a gram négatif,
Correspondent a la souche bactérienne : Escherichia. Coli.
v Lasouche Cg_F formées colonies de couleur bleu foncé a violet a Gram positif

Correspondent a la souche bactérienne : clostridium butyricum.
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Dans I’objectif de trouver une alternative efficace, économique et surtout,
¢cologique aux Sources d’énergie non-renouvelables, beaucoup de laboratoires de
recherche de par le monde se sont penchés sur I’exploitation des capacités extraordinaires
des micro-organismes et notamment les bactéries. L optimisation des piles a combustible
microbiennes est devenue alors, une thématique de concurrence entre les chercheurs de
maniere conventionnelle, la composition d’une pile a combustible microbienne est comme

Suit :
> Une cellule électrochimique
> Trois électrodes (une électrode de travail, une contre électrode et une

¢lectrode de Référence). Ces ¢€lectrodes doivent étre constituées d’une maticre

électro chimiquement 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 micro-organismes qui sont
essentiellement électro actifs. Trés souvent, les bactéries utilisées dans de telles
experiences appartiennent aux genres Geobactere et Shewanella. Apres la mise en place de
ce montage, la création de L’anaérobiose se fait par une injection d’azote (N2) pendant
20 minutes sous agitation. Les électrodes sont enfin reliées a un potentiation pour le
lancement des mesures : voltametre cyclique, chronométrie potentiometre, chronométrie
amperemetre dans le but de suive le comportement électrochimique des micro-organismes
.(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 Saida. En effet, en raison du manque de la cellule
électrochimiques, les dispositifs de mesure spécialisés et la mousse de carbone nous avons
congu un montage simplifié (Figure 21). Pour abordé le sujet, nous nous sommes
particulierement intéressées a la méthode du suivi la production de 1’énergie électrique des
micro-organismes. Nous avons alors choisi I'utilisation d'un multimetre 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 l'utilisation de deux électrodes au lieu

de trois. L'une est composée du polystyrene (anode) et I'autre d'une plaque de cuivre

(cathode).

Les mesures des courants électriques ont été alors realisées sur huit jours.

IV.2. Résultats obtenus:

e Tableau4: la mesure du courant électrique en volt pendant 8 jours.

temps E coli Clostridium .b Mix (volt)
0 0 0 0
1 jour 0 0 0
2 jours 0 0 0
3jours 0 0 0
4jours Week-end Week-end Week-end
5jours Week-end Week-end Week-end
6jours 0 0 0
7jours 0 0 0
8jours 0 0 0

dans |

e Comme le montre dans le tableau,

es huit jours.

aucun courant électrique a été mesure
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IV.3. Justification des résultats négatifs de I'expérience:
Les résultats obtenus au cours de cette expérience se sont révélés négatifs.

Nous n'avons pas pu concevoir un nouvel ensemble de piles a combustible microbiennes
modifiées dans la limite de nos possibilités tout en conservant le principe général du
montage traditionnel.

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

Premiérement, il est possible que certains facteurs non anticipés aient influencé les
résultats. Par exemple, le manque de la cellule électrochimiques, les dispositifs de mesure
specialisés et la mousse de carbone auraient pu jouer un rdle dans la déviation des
résultats par rapport aux attentes. Cela met en lumiere la nécessité de contrdler ces

variables plus rigoureusement dans de futures expérimentations.

Deuxiéemement, la méthodologie employée merite d'étre réévaluée. Les résultats négatifs
pourraient indiquer que certaines étapes du protocole expérimental doivent étre ajustées ou
améliorées. Cette expérience sert donc de point de départ pour affiner la méthode et,

potentiellement, obtenir des résultats plus précis et concluants.

Enfin, les résultats négatifs permettent d’éliminer certaines hypothéses et d’affiner la
recherche. En science, le fait de prouver qu’une hypothése est incorrecte est tout aussi
précieux que de démontrer sa validité, car cela oriente les recherches futures dans des

directions plus prometteuses.

En conclusion, bien que I’expérience n’ait pas produit les résultats escomptés, elle demeure
riche en enseignements. Elle offre des pistes d’amélioration pour les futures expériences et

participe a 1’évolution de la compréhension du sujet étudié.
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IVV.4. lancement de la biopile fonctionnant avec le lixiviat de fumier de cheval:

Le graphique ci-dessus illustre I'évolution de la différence de potentiel (en millivolts)
mesurée au fil du temps (en jours) dans une biopile.Le potentiel généré est directement lié

a I’activité métabolique des micro-organismes au sein de la biopile.

Dans ce graphique, nous observons la variation de la différence de potentiel sur une
période de 30 jours. Au début, la biopile montre une période d'inactivité, suivie d'une
augmentation rapide de la production de potentiel, qui fluctue ensuite avant de chuter a
nouveau. Ces variations reflétent 1’évolution des processus €lectrochimiques et biologiques
a I’intérieur du systeme. L'objectif de cette étude est de mieux comprendre la dynamique
de production d'électricité dans la biopile et d'analyser les facteurs influencant ces

variations.

differance de potontiel(mv)
45 -
40 -
35 4
30 -
25 A

20 +
—4—differance de

15 1 potontiel(mv)

10 -

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

temps (jours)

Figure25:Différance de potentiel mesures en fonction du temps de la biopile.
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Au début ( 1 a 10jours), la différence de potentiel reste stable a zéro( 0 mV)

Cette phase correspond a une période de latence, ou I’activité électrochimique est
encore faible ou absente. Pendant cette période, la biopile n’a pas encore commencé a
produire un courant mesurable, ce qui peut s'expliquer par des facteurs liés a 1’adaptation
ou a I’équilibre du systéme électrochimique. Les micro-organismes présents sont

probablement en train de s'adapter a leur environnement électrochimique.

En revanche, les résultats de 1’expérience de (Goussas et Bakhti ,2016) indiquent
que dés les premieres heures de son lancement avec le lixiviat de fumier de cheval, cette

biopile débite une certaine différence de potentiel.

Le voltamogramme montre une augmentation rapide de I'énergie électrique (de 70,8
mV jusqu'a 106 mV). Cette augmentation peut étre expliquée par le faite que les réactions
mises en jeu sont de nature purement chimique puisque le biofilm n‘a pas eu le temps de se

former.

A partir du 10 éme jours, on observe une augmentation soudaine du potentiel,
atteignant environ (25 mV a 12 eme jours). Cette montée rapide peut étre attribuée a
I’activation des processus électrochimiques dans la biopile. A ce stade, les micro-
organismes sont probablement pleinement actifs et commencent a transférer les electrons

de maniére plus efficace a I’anode, ce qui génere un potentiel mesurable.

Contrairement a I’autre expérience , elles ont trouvé que a partir du 3éme jour, le
potentiel a diminué de maniere progressive, atteignant 18,3 mV au 8eme jour, en raison de

I'épuisement des nutriments dans le lixiviat de fumier de cheval.

Au 8eme jour et suite a la chute du potentiel, elles ont procédé a I'alimentation de la
biopile par un ajout de I'acétate de sodium dans le compartiment anodique. Le potentiel
débité par la biopile a augmenté jusqu'a une valeur maximale de 48.2 mV au 10éme jour

pour former un pic au-dela duquel le potentiel rechuté.

Donc, nous pouvons conclure que I'addition d'acétate n'a pas eu I'effet attendu

puisque les potentiels obtenus avec ce substrat sont faibles.

Entre les jours 12eme et 25eme, la différence de potentiel fluctue entre (20 mV
et 35 mV). Ces variations peuvent étre le signe de changements dans I'efficacité du
transfert d'électrons au niveau de 1’anode, potentiellement influencés par 1’évolution de la

population microbienne ou des conditions électrochimiques a I’intérieur de la biopile. Les
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biofilms formés par les micro-organismes peuvent également affecter la conductivité et la
distribution des charges, entrainant des pics et des baisses dans la production de courant.
Des phénomeénes tels que la résistance interne de la biopile peuvent également influencer

ces variations.

Apres le jour 25, une diminution brutale de la différence de potentiel est
observée, jusqu'a atteindre de nouveau (0 mV) vers le jour 29. Cette chute peut indiquer un
affaiblissement du transfert d’électrons ou des conditions €lectrochimiques qui ne sont plus
favorables a la génération de potentiel. Cela pourrait étre dd a une diminution de
I’efficacité du biofilm microbien, a une perturbation du systéme ou a une fin naturelle du

processus d’oxydation.

Le fonctionnement de la biopile repose sur la capture des électrons libérés par les
réactions métaboliques au niveau de I’anode, et leur transfert a la cathode. La différence de
potentiel générée dépend de I'efficacité de ce transfert. Les fluctuations observées dans ce
graphique montrent que la biopile connait des phases d’activité variable, influencées par
I'état des biofilms microbiens, la résistance interne de I'appareil, et les conditions

environnementales.

les résultats de notre expérience suggerent présente une longue phase de latence (1 a
10 jours) avec un potentiel stable a 0 mV. Le potentiel ne commence a apparaitre qu'a
partir du dixieme jour, avec des fluctuations mineures entre 20 mV et 35 mV. La chute
brutale apres le 25éme jour indique une faible réaction et un épuisement plus rapide des

nutriments.

Comparativement a notre expérience, la deuxiéme montre une meilleure
performance grace a I'adaptation rapide des micro-organismes aux conditions
électrochimiques. On observe une augmentation rapide du potentiel (de 70,8 mV a 106
mV) dés les premiéres heures, indiquant des réactions chimiques actives avant la formation
du biofilm. Avec le temps, la production de courant s'améliore considérablement grace a la
présence de micro-organismes électro actifs et a l'utilisation de I'acide lactique comme
carburant,la membrane Nafion et CMX spécifique au transfert ionique et un prototype a

deux compartiments, atteignant un pic de 271 mV.

55|Page



Chapitre IV: Résultats et Discussion

IVV.5. Etude microbiologique de la biopile fonctionnant avec le lixiviat de fumier de

cheval :
IV.5.1:Isolements et purifications des espéces bactériennes électro-actives :

Apres I'ensemencement et I'incubation (en aérobie ) d'un échantillon prélevé a partir
du biofilm formé sur la surface de la bioanode de la pile a combustible
microbienne, des colonies a différents aspects macroscopiques et microscopiques
sont apparues. Apres une étape de purification, deux (02) types de colonies en
aérobiose:

v L'un avec des colonies présentant une couleur jaune saumon. Cette couleur
résultant de la fermentation de I'un des glucides (lactose, saccharose, salicine) contenant
dans la gélose Hektoen. Elles sont donc saccharose et/ou lactose et/ou salicine positives

v L'autre avec des colonies présentant une couleur verte. Ce qui signifie que

ces especes bactériennes n'utilisent aucun des glucides du milieu. Elles

sont donc saccharose, salicine et lactose négatives.

Figure 26: Aspect des colonies dans la gélose Hektoen aprés L’ incubation.

I\V.5.2:Caractérisations phénotypiques des isolats :

IV.5.2.1:Aspect macroscopique :
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Tableau 5: Caractéristiques macroscopiques des colonies bactériennes

Espéces bactériennes Aspect des colonies
selon le milieu . .
Couleur forme Relief Aspect de Consistance
la surface
Gélose Hektoen en aérobie Jaune Ronde Plate Lisse Mugueuse
Saumon
Gélose Hektoen en aérobie verte Envahissante Plate Lisse Mugueuse

Les résultats de I'examen macroscopique des espéces bactériennes sont mentionnés

dans le tableau.
IVV.5.2.2. Aspect microscopique:
a-Résultats de la coloration de Gram pour les colonies vertes en aérobiose:

Les colonies ayant la couleur verte, prélevées a partir du milieu gélose Hektoen et
incubées en aérobiose (HAV), présentent un aspect microscopique sous forme de petits

bacilles unicellulaires présentant une couleur rose. Donc, ce sont des bacilles Gram négatif.

Figure 27 : Aspect microscopique de 1’espéce bactérienne HAV aprés la coloration de

Gram (Observation par microscope optique Gx100 a immersion).
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b-Résultats de la coloration de Gram pour les colonies jaunes saumon en aérobiose :

Les colonies présentant la couleur jaune saumon, prélevées a partir du milieu gélose
Hektoen, et incuber en aérobiose, présentent un aspect microscopique sous forme de
bacilles en chainette présentant une couleur rose. Donc, ce sont des bacilles en chainette

Gram négatif.
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Figure 28: Aspect microscopique de la souche HAO apres la coloration

de Gram (Observation par microscope optique Gx100 a immersion) .
1VV.5.3:Caractéristiques biochimiques des isolats :

Les résultats de la caractérisation biochimique sont les suivants:
1VV.5.3.1:Mise en évidence d'enzyme respiratoire :

Daprés les resultats représentés dans le tableau , toutes les especes bactériennes
étudiées sont a catalase positive. Elles peuvent étre aérobies ou aéro-anaérobies

facultatives.

La souche selon milieu de catalase
culture

Hav +

Hao +

(+):résultat positif.(-):résultat négatif
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Figure29: exemple d’un résultats de la recherche de la catalase( résultat (+)).
IV.5.4:Résultats des plaques API 20 E:

En complétant les tests biochimiques en utilisant des plaques API 20 E, deux (02)
espéces bactériennes ont été sélectionnées et identifié. Les résultats obtenus sont
interprétés par le logiciel « API feuille de calcul pour l'identification microbienne ». La
lecture repose sur le changement de la coloration initiale des différents milieux. Cette
lecture se fait soit directement, soit apres I'addition des réactifs de révélation.

Le tableau présente les résultats obtenus a partir de la lecture de galeries des deux
(02) especes bactériennes.
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Tableau 6 : résultat des plaques API20E, des deux especes bactériennes

Test

Espéce

Jaune saumon en aérobie

Vert en aérobie

ONPG

ADH

LDC

ODG

CIT

H2S

URE

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

MEL

AMY

ARA

SAC
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Figure30: Résultats des galeries API 20 E aprés 1’incubation.
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Selon le tableau , et en se basant sur le logiciel « API feuille de calcul pour

I'identification microbienne » les souches que nous avions caractérisées sont :

a. La souche HAV forme les colonies de couleur verte, correspondent a

I’espéce bactérienne : Providencia rettgeri.

b. La souche HAO formant les colonies de couleur jaune saumon,
correspondent a la souche bactérienne : Escherichia. colil.

Dans la littérature nous trouvons des bactéries tels que Geobacter sulfurreducens,
Geobacter mettalireducens, Rhodoferax ferrireducens, Desulfuromonas acetoxidans,
Geothrix fermentans et Shewanella putrefaciens. Ces souches sont de plus en plus utilisées
dans des piles a combustible microbiennes ou dans des réacteurs électrochimiques.
Quelques tests, montrant le caractere electrogene, ont éte également effectués avec les
bactéries comme Aeromonas hydrophila, Escherichia coli ou Clostridium butyricum . Les
études sur les représentants de la famille Firmicutes ou Acidobacteria , les especes
Acidiphilium cryptum , Geopsychrobacter electrodiphilus , Rhodopseudomonas palutris
ainsi que les levures Saccharomyces cerevisiae et Hansenula anomala n'ont pas eté
poursuivi car les densités de courant n‘avaient atteint que quelques dizaines ou centaines de
mA/m2.
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Conclusion générale

Conclusion Générale

Ce travail de projet de master présenté une demarche de recherche appliquée a la
frontiére entre I'électrochimie, la microbiologie et les bioprocédés. Il vise plus
particulierement a développer une nouvelle filiere de production d'énergie propre et

renouvelable a partir de la technologie « piles a combustible microbiennes».

Au cours de cette étude nous avons procédé a la conception d'un prototype d'une pile
a combustible microbienne pour la production d'électricité au niveau du laboratoire. Il
s'agit de la deuxiéme thématique effectuée au niveau de I'université de Saida, dans le
domaine de la technologie des biopiles. Cette étude a permis d'apporter un premier bilan
sur cette technologie innovante. D'un point de vue général, trés peu d'études ont éte
réalisées dans ce domaine notamment avec le lexiaviat du fumier de cheval qui est un

substrat tres riche en matiéeres organiques.

L'objectif principal de cette étude était de développer une biopile microbienne
fonctionnelle et économique, utilisant le fumier de cheval comme source de substrat. A
travers la conception d'un prototype a un seul compartiment, nous avons pu suivre la
charge électrique produite par les micro-organismes et analyser la communauté

microbienne associée a I'anode de la biopile.

Les résultats obtenus montrent que le lixiviat de fumier de cheval contient une
communauté microbienne capable de produire de I'énergie €électrique. En isolant et en
identifiant les especes ayant une activité eélectrochimique, nous avons pu tester le

rendement de chaque espece bactérienne en utilisant des biopiles monoculturelles.

La derniére partie de cette étude, nous avons procédé a la détermination des souches
ayant le caractére électro-actif en procédant a un prélevement a partir du biofilm forme sur
I'anode par les méthodes classiques d'identification bactérienne. Deux souches ont été
isolées a savoir : Escherichia Coli espéce déja connue pour ses propriétés électro-actives et

Providencia Rettgeri

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

adaptes a nos moyens tout en gardant le principe général du montage conventionnel
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Conclusion générale

Ces avancées ouvrent de nouvelles perspectives dans le domaine de I'énergie
renouvelable, en particulier dans la valorisation des déchets organiques. Néeanmoins, il
reste des défis a relever, notamment en termes d'optimisation du rendement électrique et de

durabilité a grande échelle.
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Annexes

Annexe

1. Préparation des milieux de cultures utilisés

a. Milieu gélosé nutritif

PePtONe. . ..o e 15¢g
Extraitde viande...........oooiiiiiiii e 10g
Extrait de leVure. ... .oo.viiiiii e 0.2g
Chlorure de SOAIUML. ... outie e e e e e e e as 0.5g
N . | Pt 20g
Eaudistille. ... 1000ml

PH=6.8-7.4

b. Milieu gélose Hektoen

Peptone pepsique de viande.........c.ooiiiiiiiiiii e 12¢g
Extrait autolytique de levure.............ooiiiiiiii i 2g
57 o] 1 1 12¢g
SACCNATOSE. . .ottt e 12¢g
SAlICIIINE ..ot 2g
SelS DIAITES. ...ttt e e 9¢g
Chlorure de soduIm..........o.iiuii i 5¢g
Thiosulfate de soduim ..o 5¢g
Citrate ferrique ammoniacal ..............coiiiiiiiiiii e 1.5g
Bleu de bromothymol ... 65mg
Fuschine acide. ...... ..o 40mg
Agar agar bactériologIqUe. .........oeiuiitiitii i 13.5¢
Eau distillée. ... ... 1000ml

pH du milieu 7.6 +/- 0.2
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c.milieu Luria-Bertani

PEPLONE. .ttt

extrait de leVUIeS. . .ovvvriiee e

Annexes
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose

les réactions biochimiques des galeries AP1 20 E

Annexes

Tests Substrats Réactions/Enzym | Réactifs de | Résultats Résultats
es révélation positifs négatifs
ONPG | ONPG B-galactosidase Jaune Incolore
Arginine Arginine Rouge Jaune
ADH décarboxylase
LDC Lysine Lysine Rouge Jaune
décarboxylase
ODG Ornithine Ornithine Rouge Jaune
décarboxylase
Urée Uréase Rose Orange
URE
VP Glucose Production VP1+VP2 Rose Rouge | incolore
Pyruvate d'acétoine
GEL Gélatine Gélatine Diffusiondu | inchangé
charbon
cT Citrate de Utilisation du Bleu Vert
sodium citrate
H2S Sulfat de Production d'H2S Noir incolore
sodium
IND Tryptophan | Tryptophanase 1goutte de | Anneau Anneau
e Kovacs rouge incolore
Malonate Utilisation du Bleu Jaune vert
MAL de soduim | malonate
GLU Glucose fermentation Jaune Bleu
MAN Mannitol
SAC Saccharose
SOR Sorbitol
RHA Rhamnose
INO Inositol D-
MEL melibiose
AMY Amygdaline
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Resumé

Les piles a combustible microbiennes sont des cellules capables de convertir directement 1’énergie
chimique des combustibles organiques en énergie électrique. Dans ces cellules, le carburant est oxydé
par des micro-organismes appelés « électroactifs », qui forment des biofilms a la surface de I’anode et
agissent comme catalyseurs de réactions électrochimiques. Le but du travail présenté dans ce manuscrit
était de créer, aussi simplement et a moindre co(t que possible, un prototype de pile a combustible
microbienne a chambre unique, utilisant le filtrat de fumier de cheval comme source de biocatalyseur.
La conception et la mise en ceuvre de cette cellule ont généré de 1'énergie électrique sous une tension de
40 millivolts. Ce résultat a confirmé la présence de biofilms formés sur la bioanode de la cellule. Pour
mettre en évidence la nature de ces biofilms, une analyse microbiologique a été réalisée visant a
identifier la communauté microbienne électriquement active associée a lI'anode de la biocellule. Les
résultats ont montré la présence de deux souches de bactéries dans le filtrat de fumier de cheval : E. coli,
connue pour ses propriétés électroactives, et Providencia rettgeri. Mots clés : piles a combustible
microbiennes, membrane, biofilms, bioanode, bactéries électroactives.

Summary

Microbial fuel cells are cells capable of converting the chemical energy of organic fuels directly into
electrical energy. In these cells, the oxidation of the fuel is carried out by microorganisms known as
“electro-active” that form biofilms on the surface of the anode and act as catalysts for the
electrochemical reactions. The work presented in this manuscript aimed to create a prototype of a
single-chamber microbial fuel cell as simple and economical as possible, using horse manure leachate as
a source of biocatalyst. The design and implementation of this microbial fuel cell generated electrical
energy with a potential that reached a value of 40 mV. This result confirmed the existence of a biofilm
formed on the bioanode of the cell. To highlight the nature of this biofilm, a microbiological analysis
aimed at identifying the electrochemically active microbial community associated with the anode of the
biocell was undertaken. The results revealed the presence of two bacterial strains in the horse manure
leachate: E. coli, known for its electro-active properties, and Providencia rettgeri. Keywords: microbial
fuel cell, membrane, biofilm, bioanode, electro-active bacteria.
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