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COUPLAGE DE LA FERMENTATION SOMBRE ET DE L’ ELECTROLYSE
MICROBIENNE POUR LA PRODUCTION D’HYDROGENE : FORMATION ET
MAINTENANCE DU BIOFILM ELECTRO-ACTIF.

Le rendement de production de biohydrogéne par voie fermentaire est limité par la production
concomitante d’acides organiques. Ces sous-produits constituent de bons substrats pour des biofilms
électroactifs en vue d’'une conversion complete de la matiere organique en CO, et en H, dans un
électrolyseur microbien. L'objectif de cette these est d'analyser, dans le cadre du couplage de ces
deux procédés et pour chacun d’eux, les liens entre la structure des communautés microbiennes et
les fonctions macroscopiques qui leur sont associées. L'originalité de cette étude a été de travailler
en milieu salin, favorable au transport de charges en électrolyse microbienne mais peu étudié en
fermentation. Les résultats montrent une forte sélection des micro-organismes dans les deux
procédés, dont certains peu caractérisés jusqu’alors, associés a de bonnes performances de
production d’hydrogéne. Une méthode d’enrichissement en bactéries électroactives est également
proposée. Enfin, en situation de couplage, I'introduction de biomasse issue de la fermentation
pourrait entrainer une baisse de I'activité du biofilm.

MOTS CLEF :

Biohydrogene, fermentation, électrolyse microbienne, biofilms électroactifs, bio-électrochimie,
cultures mixtes, empreinte moléculaire, CE-SSCP

COUPLING DARK FERMENTATION AND MICROBIAL ELECTROLYSIS FOR
HYDROGEN PRODUCTION : PROCESS AND MECANISMS OCCURING DURING
FORMATION AND CONSERVATION OF ELECTROACTIVE BIOFILM.

Biohydrogen production from dark fermentation is limited because of the associated production
of organic acids. These by-products can be used as substrates in a microbial electrolysis cell (MEC),
since electroactive biofilms can completely convert organic matter into hydrogen and carbon dioxide.
This work aims at analyzing, in the context of the coupling of those two processes and for each one,
the relationship between microbial community structures and the associated macroscopic functions.
The originality of this study is to work in saline conditions (30-35 gnac/L), which favors the charges
transfer in the MEC electrolyte but is poorly studied in dark fermentation. Results showed a high
selection of microorganisms in both processes associated to good hydrogen production
performances. Some of whom are poorly characterized until now. An iron-enrichment method to
enrich electroactive bacteria is also proposed. Finally in coupling situation, the introduction of
biomass originated from dark fermentation could result to a decrease of biofilm activity.

KEY WORDS:

Biohydrogen, dark fermentation, microbial electrolysis, electroactive biofilms, bio-electrochemistry,
mixed cultures, fingerprinting, CE-SSCP
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RESUME ETENDU

De nos jours, des solutions alternatives et durables sont proposées a I'usage d’énergies fossiles. L’hydrogéne,
qui constitue un vecteur énergétique d’avenir, est produit essentiellement par reformage de combustibles
fossiles (95%). Des filieres de production plus soucieuses de I'environnement doivent donc étre envisagées.
Deux familles de technologies sont explorées pour produire de I’hydrogéne: 1) par décomposition
thermochimique ou électrochimique de I'eau et 2) a partir de différentes sources de biomasse. Parmi celles-ci,
les cellules d’électrolyse microbienne ou «Microbial Electrolysis Cell (MEC)» permettent de produire de
I’hydrogéne par électrolyse de la matiére organique. Une MEC consiste en une cathode classique qui assure la
production d’hydrogene par la réduction électrochimique de I'eau, associée a une bioanode qui oxyde des
substrats organiques en dioxyde de carbone. Ce processus d’oxydation n’est possible que grace au
développement sur I'anode d’un biofilm microbien électroactif qui joue le role d’électro-catalyseur. Par rapport
aux procédés courants d’électrolyse de I'eau, une MEC fonctionne sous des tensions 5 a 10 fois plus faibles,
divisant d’autant le co(t en énergie de I'hydrogene produit. En outre, les procédés « classiques » de production
de biohydrogéne par voie fermentaire en cultures mixtes convertissent des sucres (saccharose, glucose) avec
des rendements limités a 2-3 moles d’hydrogene par mole d’hexose tout en coproduisant des acides organiques
(acide acétique ou butyrique principalement). Alimenté par de I'acétate, une MEC produit au maximum 3 moles
d’hydrogéne /mole d’acétate. Le couplage de la fermentation a un procédé d’électrolyse microbienne pourrait
donc produire de 8 a 9 moles d’hydrogéne/mole d’hexose, soit un grand pas vers la limite théorique de 12
moles d’hydrogéne/mole d’hexose.

L'objectif de cette thése est d'analyser les liens entre la structure des communautés microbiennes dans les
biofilms électroactifs et en fermentation, les individus qui les composent et les fonctions macroscopiques
(propriétés électroactives du biofilm, potentiel de production d'hydrogéne) qui leur sont associées dans des
conditions permettant de réaliser le couplage des deux procédés. L'originalité de cette étude a été de travailler
en milieu salin (30-35 gyac/L), favorable au transport de charges dans I’électrolyte de la MEC.

Dans un premier temps, la faisabilité de la fermentation en conditions salines (3-75 gnac/L) a été démontrée
en lien avec l'inhibition de la consommation de I'hydrogéne produit et une forte prédominance d'une nouvelle
souche de Vibrionaceae a des concentrations en sel supérieures a 58 gy.a/L. D'autre part, la mise en ceuvre de
biofilms électroactifs dans des conditions compatibles avec la fermentation sombre (pH 5.5 a 7 et alimenté avec
différents acides organiques) a permis la sélection d'especes microbiennes dominantes dans les biofilms
anodiques et présentant des propriétés électroactives trés prometteuses (Geoalkalibacter subterraneus et
Desulfuromonas acetoxidans) avec des densités de courant pouvant atteindre jusqu’a 8,5 A/m?. En paralléle, la
sélection microbienne opérée lors d’une méthode d'enrichissement utilisée pour sélectionner ces especes a
partir d'une source d'inoculum naturelle sur leur capacité a transférer leurs électrons a des oxydes de Fer(lll) a
été étudiée. Une baisse des performances électroactives du biofilm liée a une divergence de sélection
microbienne dans ces deux techniques de sélection méne a limiter le nombre de cycle d’enrichissement sur
Fer(lll). Cependant, I'enrichissement sur Fer(lll) reste une alternative efficace de pré-sélection d’espéces
électroactives qui permet une augmentation de rendement faradique de 30+4% a 99+8% par rapport au biofilm
obtenu avec un inoculum non pré-acclimaté. Enfin, I'ajout d'espéeces exogénes issues de la fermentation sombre
sur le biofilm électroactif a révélé une baisse de I'électroactivité du biofilm se traduisant par une diminution de
la densité de courant maximale produite. Cette baisse pourrait s’expliquer par une diminution de la vitesse de
transfert du substrat due a un épaississement apparent du biofilm. Cependant, un maintien de sa composition
microbienne et de la quantité de biomasse laisse supposer une production d’exopolymeéres (EPS) dans le biofilm
en situation de couplage.

Mots clés :

Biohydrogene, fermentation, électrolyse microbienne, biofilms électroactifs, bio-électrochimie, cultures
mixtes, empreinte moléculaire, CE-SSCP






EXTENDED ABSTRACT

Nowadays, alternative and sustainable solutions are proposed to avoid the use of fossil fuel. Hydrogen,
which constitutes a promising energy vector, is essentially produced by fossil fuel reforming (95%).
Environmentally friendly production systems have to be studied. Two main families of technologies are
explored to produce hydrogen: 1) by thermochemical and electrochemical decomposition of water and 2)
from different biomass sources. Among those last ones, microbial electrolysis cells (MEC) allow to produce
hydrogen by electrolysis of organic matter. A MEC consists in a classical cathode, which provides hydrogen
production by electrochemical reduction of water, associated to a bio-anode that oxidizes organic substrates
into carbon dioxide. This process is only possible because of the anodic development of an electroactive
microbial biofilm which constitutes an electrocatalyst. In comparison to classical water electrolysis process, a
MEC requires 5 to 10 times less electrical energy and therefore reduces the energetic cost of produced
hydrogen. Furthermore, classical process of dark fermentation in mixed cultures converts sugars (saccharose,
glucose) to hydrogen with a limited yield of 2-3 moles of hydrogen per mole of hexose because of the
coproduction of organic acids (mainly acetic and butyric acids). Fed with acetate, a MEC can produce up-to 3
moles of hydrogen per mole of acetate. Therefore, the association of these two processes could permit to
produce 8 to 9 moles of hydrogen per mole of hexose, which represents a major step toward the theoretical
limit of 12 moles of hydrogen per mole of hexose.

Therefore, this work aims at analyzing the relationship between microbial community structures and
compositions and the associated macroscopic functions (biofilm electroactive properties, hydrogen
production potential) in electroactive biofilms and in dark fermentation in conditions allowing the coupling of
the two processes. The originality of this study is to work in saline conditions (30-35 gn.a/L), which favors the
charges transfer in the MEC electrolyte.

First of all, feasibility of dark fermentation in saline conditions (3-75 gu.a/L) has been shown. This was
linked to an inhibition of produced hydrogen consumption and the predominance of a new Vibrionaceae
species at salt concentrations higher than 58 gy.c/L. Secondly, electroactive biofilm growth in conditions
compatibles to dark fermentation (pH 5.5-7 and fed with different organic acids) allowed to select dominant
microbial species in anodic biofilms that present promising electroactive properties (Geoalkalibacter
subterraneus and Desulfuromonas acetoxidans) with maximum current densities up to 8.5 A/m?2. In parallel,
the microbial selection occurring during iron-reducing enrichment method used to select species from a
natural inoculum source and based on their capacity to transfer electrons to iron oxides (Fe(lll)) has been
studied. A decrease of electroactive performances of the biofilm linked to the divergence of microbial
selection led to a limitation of the number of iron-enrichment steps. However, enrichment on Fe(lll) presents
an efficient alternative to pre-select electroactive species with an increase of coulombic efficiency from
30+4% to 99+8% in comparison with a biofilm obtained with a non-acclimated inoculum. Finally, the addition
of exogenous bacteria from a dark fermenter on the electroactive biofilm revealed a decrease of
electroactivity with a decrease of maximum current density produced. This diminution could be explained by
a lower substrate transfer due to an apparent thickening of the biofilm. Nevertheless, the stability of
microbial composition and of bacterial quantity on the anode suggests that a production of exopolymers
(EPS) occurred.

Key words:

Biohydrogen, dark fermentation, microbial electrolysis, electroactive biofilms, bio-electrochemistry,
mixed cultures, fingerprinting, CE-SSCP
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« Liés a nos fréres par un but commun et qui se situe en dehors de
nous, alors seulement nous respirons et |'expérience nous montre
qu'aimer ce n'est pas nous regarder l'un l'autre mais regarder
ensemble dans la méme direction. Pourquoi nous hair ? Nous sommes
emportés par la méme planéte, équipage d'un méme navire. Et s'il est
bon que des civilisations s'opposent pour favoriser des syntheses

nouvelles, il est monstrueux qu'elles s'entre-dévorent. »

Terre des hommes d‘ Antoine de Saint-Exupéry
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A : Ampere
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A
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ADNr : ADN ribosomial

AEM : Anion Exchange Membrane
AGV : Acides Gras Volatils

ANR : Agence National de la Recherche

ARB: Anode Respiring Bacteria (bactéries
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Reaction (Réaction en chaine par polymérase
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S
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SSCP : Single Strand
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Conformation

T

TCD : Termal Conductive Detector (détecteur
de conductivité thermique)
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Temperature Gel
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Introduction

L’'hydrogéne, qui constitue un vecteur énergétique prometteur, est produit
principalement par reformage de combustibles fossiles (95%). C'est pourquoi des filieres de
production plus soucieuses de I'environnement sont explorées pour produire de
I’hydrogene : 1) soit par décomposition thermochimique ou électrochimique de I'eau et 2)
soit a partir de différentes sources de biomasse (Hallenbeck and Benemann, 2002). La
fermentation sombre de I’anglais « dark fermentation » (par opposition a la production
d’hydrogéne par photofermentation, qui sera désignée dans ce manuscrit par le terme plus
usité en francgais de fermentation), est une méthode de production d’hydrogéne a partir de
biomasse (Guo et al., 2010). Plus récente, I'électrolyse microbienne, est une méthode bio-
électrochimique de production d’hydrogéne combinant I'électrolyse de I'eau et I'oxydation
de la matiere organique par un biofilm microbien qui sert de catalyseur au procédé (Liu et

al., 2010).

Plus précisément, les procédés de production de bio-hydrogene par voie fermentaire en
cultures mixtes convertissent des sucres (saccharose, glucose) avec des rendements limités a
2-3 moles d’hydrogene par mole d’hexose et la formation de co-produits de fermentation
(acide acétique ou butyrique principalement) (Latrille et al., 2011). D’autre part, une cellule
d’électrolyse microbienne ou « Microbial Electrolysis Cell (MEC) » consiste en une bioanode
sur laquelle sont oxydés des substrats organiques, associée a une cathode qui utilise les
électrons générés a I'anode pour produire de I’hydrogéne par réduction électrochimique de
I’eau. Le processus d’oxydation n’est possible que grace au développement sur I'anode d’un
biofilm microbien qui joue le réle d’électro-catalyseur (Arends and Verstraete, 2012). Par
rapport aux procédés classiques d’électrolyse de I'eau, une MEC fonctionne sous des
tensions 5 a 10 fois plus faibles grace a cette catalyse microbienne, divisant d’autant le colt
en énergie électrique de I'hydrogéne produit (Liu et al., 2010). Ainsi, alimentée par de
I'acétate, une MEC produit jusqu’a 3 moles d’hydrogéne par mole d’acétate. En couplant la
fermentation a un procédé d’électrolyse microbienne des rendements de 8 a 9 moles
d’hydrogéne/mole d’hexose pourraient étre atteints, soit un grand pas vers la limite
théorique de 12 moles d’hydrogéne/mole d’hexose. La stoechiométrie de cette conversion

théorique due au couplage est schématisée en Figure 1.

Les organismes identifiés a partir de cultures mixtes dans les biofilms électroactifs des
systémes bio-électrochimiques (BES pour « BioElectrochemical Systems ») appartiennent a

divers groupes microbiens (actinobactéries, firmicutes, acidobactéries, protéobactéries (a,
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B, v, 6)) (Liu et al., 2010). Ces microorganismes sont appelés ARB pour « anode respiring
bacteria » car ils présentent la faculté a utiliser une électrode comme accepteur final
d’électrons pour la respiration. La recherche de nouveaux consortia électroactifs efficaces,
tout comme [I'optimisation des BES, représentent des enjeux majeurs dans le

développement de ces procédés

L'objet de cette these est d’analyser les liens entre la structure des communautés
microbiennes en MEC ou en fermentation, les individus qui les composent et les fonctions
macroscopiques (propriétés électroactives du biofilm ou potentiel de production
fermentaire d’hydrogéene) qui leur sont associées dans des conditions permettant de réaliser

le couplage des deux procédés.

Générateur

P—

CeH1,06 4H,0 CH,COOH
. -

Figure 1 : Représentation schématique du couplage de la fermentation avec I’électrolyse microbienne.

Sur ce schéma, la conversion théorique maximale d’une molécule de glucose est présentée avec les
conversions stcechiométriques maximales dans des deux procédés de fermentation (a gauche) et d’électrolyse
microbienne en MEC (a droite). La fermentation est schématisée en ne considérant que la voie acétate.
L’électrolyseur microbien est schématisé par une anode sur laquelle un biofilm microbien est symbolisé par une
bactérie (a gauche) et une cathode (a droite) séparées par une membrane échangeuse d’ions. L’électrolyseur est
alimenté par un générateur. La production d’hydrogéne en fermentation (maximum 4moly,/molg,cose avec
2mOlyestate/MOlg1ucose Par la voie acétate de production d’hydrogéne) et en MEC (maximum 4moly,/molycetate)

permettrait de se rapprocher de la conversion compléte du Glucose en hydrogéne a 12moly;;/molycose-
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Parce qu’elle facilite le transfert de charge dans I’électrolyte, la conductivite influe
significativement sur les performances des BES. Cependant, une conductivité trop élevée
pourrait avoir un impact négatif sur la survie des microorganismes du biofilm électroactif en
affectant directement leur physiologie par déséquilibre de la pression osmotique de part et
d’autre de leur membrane cellulaire (Lefebvre et al., 2012). De précédentes études
rapportent une augmentation des performances des piles microbiennes (MFC) en milieu
salin qui semble néanmoins limitée en raison de I'origine non saline de I'inoculum utilisé
(Lefebvre et al., 2012). Notre étude vise, entre autre, a développer des biofilms électroactifs

adaptés aux conditions salines a partir d’un inoculum adapté au sel.

Dans l'optique du couplage de procédés proposé et compte tenu de lintérét d’une
conductivité élevée pour I'électrolyse microbienne, nous nous intéresserons au traitement
d’effluent salins. Cependant, la salinité reste un facteur tres peu étudié en fermentation.
Une précédente étude a montré une diminution de la production d’hydrogéne due au sel en
cultures mixtes (Zheng et al., 2005). Toutefois des études en cultures pures montrent la
faisabilité de la fermentation en milieu salin (>20 gnac/L) (Simankova et al., 1993; Alshiyab et
al., 2008; Liu and Wang, 2012). La sélection microbienne au cours de la fermentation en
milieu salin en cultures mixtes reste peu étudiée. L'inoculation en fermentation avec un
consortium adapté au sel pourra étre envisagée afin de sélectionner un consortium

fermentaire adapté aux conditions salines.

Dans le cadre du couplage des deux procédés, les microorganismes en fermentation et en
électrolyse microbienne pourraient étre affectés par certaines conditions opératoires
imposées par chacun des systemes (fermentation et MEC). Les parameétres abiotiques
pouvant affecter le biofilm électroactif sont présentés dans la Figure 2. Notamment, la
fermentation pour la production d’hydrogéne est réalisée a pH bas (environ 5.5) (Guo et al.,
2010) alors que I'électrolyse microbienne est mise en ceuvre a des pH plutot neutres voir
alcalins (7-9) (Patil et al., 2011). De plus, la fermentation co-produit des acides organiques
avec la production d’hydrogéne. La composition de |'effluent issu de la fermentation en
acides peut donc avoir un impact sur la sélection microbienne et I'activité électroactive du

biofilm (Kiely, Regan, et al., 2011). Ainsi, I'influence de certaines de ces conditions abiotiques
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sur les fonctions des consortia microbiens de la fermentation (production de biohydrogéne)

et du biofilm électroactif (électroactivité) sera étudiée.

HZ
/ pH 5.5
37°C
. Electrolyse
W rormentation I ) ; [
Microbienne
Substrat riche en Acides arganiques . i Effluent
. . Milieu salin
sucres simples (acétate, butyrate) 7.9
(glucose, saccharose) P .
35-45°C

Figure 2 : Couplage de la fermentation et de |'électrolyse microbienne pour la production d'hydrogéne.

Le choix et le conditionnement de I'inoculum peuvent également constituer un parametre
déterminant dans la structure de communauté microbienne et I'électroactivité du biofilm.
Parmi les différentes stratégies de présélection des ARB (Anode Respiring Bacteria),
I’enrichissement en milieu liquide sur Fe(lll) constitue la seule méthode ne nécessitant pas la
conduite préalable d’un BES. Les résultats dans la littérature présentent, pour certains, une
amélioration (Wang et al., 2010), et pour d’autres, une diminution (Kim, Min, et al., 2005) de
I’électroactivité du biofilm. Une étude de la sélection microbienne opérée au cours de cette
méthode d’enrichissement permettrait d’expliquer ces différences et d’améliorer le procédé

d’enrichissement sur Fer(lll).

Dans le cadre d’'un couplage, la MEC sera soumise a un apport continu de la flore
fermentaire. L'étude de I'impact de ce facteur biotique (I'apport d’especes exogenes issues
de la fermentation) sur I'activité et la robustesse du biofilm électroactif en situation de

couplage reste un point a étudier.
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Afin de répondre a I'ensemble de ce questionnement, ce document est constitué en 6

chapitres :

Le premier chapitre consiste en une étude bibliographique rappelant le contexte
scientifique et technique de la production d’hydrogene par fermentation et par électrolyse
microbienne, avec la description des biofilms électroactifs. L’accent est mis sur la sélection
microbienne de chacun des procédés en cultures mixtes. Ce chapitre fait ensuite I'état de

I'art des résultats existants concernant le couplage des deux procédés.

La partie « matériels et méthodes » constitue le deuxieme chapitre de cette these et

décrit I'ensemble des techniques expérimentales mises en ceuvre au cours de ce travail.

Les résultats et discussions exposés dans 3 chapitres s’articulent autour d’articles
scientifiques en anglais publiés, soumis ou en cours de rédaction et précédés d’'un avant-

propos et d’'une discussion en francais.

e Dans le chapitre lll, la faisabilité de la fermentation en milieu salin (3-75gnac/L) a
pH 6 et 8 a été étudiée. Ces deux valeurs de pH correspondent respectivement au
pH classique de la fermentation et au pH de I'inoculum.

e Le chapitre IV décrit la sélection microbienne opérée dans un biofilm électroactif
en condition saline. L'adaptation aux conditions spécifiques de la fermentation
(mélange d’acides organiques, pH) a été évaluée. D’autre part la sélection
microbienne par pré-sélection dans un milieu enrichi en Fe(lll) a été étudiée sur
des cycles successifs et comparée a celle qui est réalisée directement au sein du
biofilm électroactif. Enfin une étude de la dynamique de colonisation a été
réalisée pour établir si la sélection microbienne opérée dans le biofilm s’effectue
de maniére séquentielle.

e Le chapitre V porte sur I'étude des perturbations biotiques qui peuvent impacter
le transfert d’électron et la population microbienne du biofilm. Les interactions
entre les deux communautés microbiennes propres a chacun de ces procédés en
situation de couplage ont été évaluées par lI'ajout de biomasse issue de la

fermentation sur le biofilm électroactif.
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Enfin la derniere partie « conclusions et perspectives » permet de conclure sur les
différents points abordés et d’émettre des perspectives sur la conduite du couplage des
deux procédés de fermentation et d’électrolyse microbienne. Cette partie s’appuie sur les
liens établis entre la structure des communautés microbiennes en MEC et en fermentation,
les individus qui les composent et les fonctions macroscopiques qui leur sont associées
(propriétés électroactives du biofilm, potentiel de production d’hydrogéne) dans le cadre du

couplage.

Ce travail de thése mené au Laboratoire de Biotechnologie de I'Environnement (LBE-INRA
Narbonne) s’inscrit dans le projet Défi H12 financé par I’ANR. Ce projet associe une
entreprise (6T-MIC Ingénieries, Toulouse) et différents laboratoires dont le Laboratoire de
Biotechnologie de I'Environnement (LBE-INRA, Narbonne), le Laboratoire de Génie Chimique
(LGC-CNRS Toulouse) et deux laboratoires du Commissariat a I'Energie Atomique et aux
énergies alternatives (CEA de Cadarache et CEA de Saclay). Le projet Défi H12 a pour objectif
la production d’hydrogene par I'électrolyse microbienne en vue de la coupler a la production

de biohydrogéne par fermentation.



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans ce chapitre, et afin d’illustrer le contexte de I’étude, nous rappellerons d’abord les
différents procédés de production d’hydrogéne. La production de biohydrogéne pas voie
fermentaire sera ensuite détaillée. Puis la production d’hydrogéne par électrolyse
microbienne sera explicitée en attachant une attention particuliere aux microorganismes
électroactifs identifiés dans des biofilms mixtes ou étudiés en cultures pures. Enfin, dans un
dernier volet, nous présenterons les études existantes relatives au couplage de la

fermentation avec I’électrolyse microbienne pour la production d’hydrogéne.






Synthese Bibliographique

[.1. L’HYDROGENE : UN COMBUSTIBLE D’AVENIR

En 1766, le physicien et chimiste Henri Cavendish parvient a recueillir le gaz inflammable
produit de la réaction de I'acide sulfurique sur le Fer. Il montre que sa densité est plus faible
que celle de I'air et que sa combustion produit de I'eau. Par la suite, les frangais Antoine
Lavoisier, Pierre Laplace et Jean Baptiste Meunier présentent en 1783 a |'académie des
sciences un rapport sur la syntheése de l'eau, « composée, poids pour poids, d’air
inflammable et d’air vital ». C'est cet air inflammable qui est alors dénommé « hydrogene »
(i.e « qui produit de I'eau »). En 1782, les freres Joseph et Etienne Montgolfier ont d’abord
gonflé leur ballons avec de I'hydrogéne, plus léger que I'air. Constatant qu’il fuyait au travers
des parois des montgolfiéres trop poreuses, ils I'ont finalement remplacé par de I'air chaud.
Au début du 19°™ siécle, I’hydrogeéne est utilisé en mélange avec le monoxyde de carbone

pour éclairer les rues de Paris (Alleau, 2007).

En 1898, le physicien Ecossais James Dewar, professeur a l'université de Cambridge,
parvient a liquéfier I’hydrogene. Son utilisation industrielle est alors facilitée et développée
dans de nombreux secteurs comme la chimie, la pétrochimie et la fabrication d’engrais

(Alleau, 2007).

Du point de vue de I'énergie, Jules Vernes, écrivain visionnaire, avait décrit I'alternative
énergétique de I’hydrogene dans son roman « L'ile mystérieuse » en 1874 ou il écrivit « oui,
mes amis, je crois que I'eau sera un jour employée comme combustible, que I’hydrogéne et
I'oxygéne, qui la constituent, utilisés isolément ou simultanément, fourniront une source de
chaleur et de lumiére inépuisables et d’une intensité que la houille ne saurait avoir ». Si I'on
ajoute a cette approche littéraire et populaire les récentes découvertes sur la composition
du Soleil (a 92.1% composé d’hydrogéne en volume) et de son fonctionnement (fusion
nucléaire de 4 atomes d’hydrogene pour former de I’hélium), I'idée de I’hydrogene comme
vecteur d’énergie semble orienter les recherches scientifiques vers un effort accru pour le
développement de cette filiere. Notamment, le programme ITER de « fusion contrélé » en
cours sur le site de Cadarache du CEA en France témoigne de l'intérét de la communauté
scientifique et des sphéres politiques pour la recherche d’une nouvelle source d’énergie et

également pour la filiére hydrogéne (Alleau, 2007).
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I.1.1. L’HYDROGENE : UN VECTEUR ENERGETIQUE

L’hydrogene est I'élément le plus abondant sur terre. Cependant, cet élément ne se
trouve pas sous sa forme pure mais combiné au sein de molécules organiques a d’autres
atomes comme le carbone, I'oxygéne et I'azote par des liaisons covalentes. Sa seule forme
diatomique (dihydrogéne ou H,) correspond a la forme pure de I’hydrogene. L’hydrogene H,
est trés rare dans la nature, avec moins de 1 ppm dans I'atmosphére. |l ne peut donc pas
étre considéré comme une énergie primaire car des étapes de production, de purification et
de stockage sont requises avant toute utilisation. On qualifie donc plutot I'hydrogéne de

vecteur énergétique.

L’hydrogene présente de nombreux avantages en tant que vecteur énergétique de par
ses propriétés physico-chimiques. En effet, dans les conditions standards de température et
de pression (0°C, 1 atm), I’hydrogene est inodore, non-coloré, non-toxique, combustible et
son énergie massique est la plus importante répertoriée, soit 122 kJ/g (contre 50 kJ/g et 45
kJ/g dans les cas du méthane et de I'essence respectivement). Toutefois, la molécule de
dihydrogéne est la molécule de plus faible poids moléculaire (2 g/mol). Ainsi a poids égal,
I’hydrogéne occupe un volume plus élevé qu’un autre gaz et son énergie volumique de
combustion est trés faible (10 kJ/L contre 30 kJ/L avec le méthane). Ceci implique des

contraintes de stockage (compression) et de transport.

Cependant, l'utilisation de I’hydrogene ne produit que de I'eau et pas de gaz a effet de
serre. Ainsi, s’il est produit de maniéere a limiter la production de gaz a effet de serre,

I’hydrogéne constitue une énergie propre (Hajjaji et al., 2013).

[.1.2. LES UTILISATIONS DE L’HYDROGENE

1.1.2.1. UTILISATION EN SYNTHESE CHIMIQUE

L’hydrogene est une des matieres de base de l'industrie chimique. Il est principalement
utilisé lors de la synthése d’ammoniac (NHs), mais aussi pour la fabrication d’engrais,
I’hydrogénation des corps gras (graisses alimentaires, savons, lubrifiants, peintures, etc...) et
la synthese de molécules chimiques telles que les amines, le méthanol, I’eau oxygénée, etc...

(Association Francaise de I’hydrogene)
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Dans les industries, I'hydrogéne peut étre fabriqué spécifiguement dans des unités
dédiées a sa production. Il peut aussi étre co-produit lors de la fabrication d’autres

composés et directement utilisé sur site (Association Frangaise de I’hydrogene).

Dans l'industrie pétroliere, suivant les procédés mis en ceuvre, les raffineries peuvent
produire de I’hydrogéne (reformage, cracking thermique ou catalytique...) ou au contraire en
consommer (hydrocracking, hydrotraitement, désulfuration...). La variété croissante des
produits pétroliers préparés a partir de pétrole brut fait croitre la demande en hydrogéne et
induit des rendements globaux déficitaires en hydrogene. Ainsi, les raffineries sont le plus
souvent amenées a produire I’hydrogene complémentaire nécessaire a leur activité grace a
des unités de « vaporéformage » (i.e. dissociation de chaines carbonées) (Association

Francaise de I’hydrogene).

L'industrie pétroliere présente en Europe la plus grande part de consommation
d’hydrogéne (44%), devant la production d’ammoniac (36%) et les autres industries

chimiques (13%) (Association Francaise de I'hydrogéne).

[.1.2.2. UTILISATION COMME CARBURANT

[.1.2.2.1. Combustion dans un moteur

L'utilisation de I'hydrogene comme carburant pour le transport routier est en cours de
développement. Il est possible de I'utiliser dans un moteur a combustion bien gu’il faille
opérer des modifications sur ce dernier pour permettre une injection adaptée a un
carburant gazeux, une taille de moteur adaptée au volume de fluide utilisé, 'utilisation de
matériaux adaptés a l'utilisation de I'hydrogéne et un réglage précis du moteur lié a la

vitesse de combustion de I’"hydrogéne (Association Francaise de I'hydrogéne, n.d.).

L’hydrogene sous forme liquide est également utilisé dans I'aérospatiale pour la
propulsion de fusées avec sa combustion par I'oxygéne. Dans le moteur Vulcain de la fusée
Ariane V, ces deux éléments sont transportés sous forme liquide et la combustion se fait
dans la chambre de combustion grace a I'ajout d’hydrogéne et d’oxygéne a l'aide

d’injecteurs.

13
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[.1.2.2.2. Pile a combustible

Il est possible de convertir I’hydrogéne en électricité grace aux piles a combustible. Au

sein de ces systemes, deux électrodes sont plongées dans un électrolyte et séparées par une

membrane échangeuse d’ions. L’anode et la cathode sont respectivement alimentées par de

I’'hydrogene et de I'oxygene pour assurer séparément |'oxydation de I'hydrogéne et la

réduction de I'oxygene. La pile a combustible fournit de I’électricité et de la chaleur et co-

produit de I'eau Figure I-1.

@

ol

®

+
hydrogé ne H a I%' Alr AppaITvl e OXVZE he
f+ eaw) (oxygéne) + gau
Hy—> 20 +2¢ 30+ 2H'+ 26 —+H,0 |
{;\: -----1------ électrolyte solide
(membrme échamgease de protans)
hyrdrog éne +-|_ air
K {oxyEene)
T —
catalytigue annde rathode
chalaur

Figure I-1 : Schéma de principe de la pile @ combustible PEMFC (Proton Exchange Membrane Fuel Cell).

(Association Francgaise de I’hydrogéne)

Les piles a combustibles a hydrogéne sont en cours de développement chez les

constructeurs automobiles (Pile a combustible a membrane échangeuse d’ions — PEMFC).

Les PEMFC permettent d’obtenir des puissances jusqu’a 1MW et présentent
d’étre transportables grace a

réapprovisionnement en hydrogene, certains modeles sont déja proposés a la

leurs compacité. Malgré le manque de

particuliers (Mercedes classe B F-Cell, Honda FCX Clarity).
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[.2. LES PROCEDES DE PRODUCTION D’HYDROGENE

Les différents modes de production d’hydrogene sont répertoriés dans le Tableau I-1. La
plus grande partie de I’hydrogene utilisé actuellement est produite par reformage de
combustibles fossiles (95%). La production de bio-hydrogéne présente donc un enjeu
environnemental fort. Pour que I'hydrogéne devienne un combustible propre, il est
nécessaire de développer des filieres durables de production. Deux familles de technologies
sont explorées : Celles fondées sur la décomposition thermochimique ou électrochimique de

I’eau et celles utilisant des sources de biomasse.

Plusieurs voies biologiques de production existent: la photobiolyse de I'eau, la
fermentation, la photofermentation et |'électrolyse microbienne. Ces trois méthodes
fonctionnent car les micro-organismes peuvent utiliser les ions hydrogene comme
accepteurs d’électrons selon la demi-réaction: 2H'+2e™> H,. Ces 3 approches différent

cependant dans I'origine des électrons.

La production de H, par photobiolyse de I'eau est lente (0,355 mmoly,/L/h) (Levin et al.,

2004) et son efficacité dépend des conditions climatiques.

La productivité de H, par fermentation est la plus importante (jusqu’a 121 mmoly,/L/h en
cultures mixtes (Levin et al., 2004)) mais le rendement de conversion (en équivalent H, par
équivalent électrons fournis) reste faible (de I'ordre de 2,5 moly,/Molyexose (Hawkes et al.,
2007). Ceci représente 63% du rendement maximum théorique de ce procédé qui est de 4
MOly2/MOlpexose € UNE conversion de seulement 21% d’hexose en hydrogéne (la conversion

maximale étant de 12 moly,/Molkexose)-

La cellule d’électrolyse microbienne ou MEC (« Microbial Electrolysis Cell ») issue de la
pile a combustible microbienne (MFC ou « Microbial Fuel Cell »), utilise des micro-
organismes électroactifs a I'anode qui peuvent transmettre des électrons provenant de la
matiére organique vers la cathode. En suivant un circuit électrique externe, les électrons
atteignent la cathode ou ils réagissent avec les ions H* pour produire de I'H,. Toutefois, a la
différence de la pile qui produit de I'électricité, la MEC nécessite I'apport d’une tension
électrique. Les MECs présentent plusieurs avantages. Notamment, des substrats co-produits
peuvent étre completement oxydés en CO,, ce qui permet un trés bon taux de conversion

de la matiére organique en hydrogéne (Logan, 2010; Pant et al, 2012).
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Tableau I-1 : Modes de production d'hydrogéne physico-chimiques et biologiques principaux : principe,

avantages et inconvénients.(adapté de Rafrafi, 2010)

TECHNIQUES | PRINCIPE AVANTAGES | INCONVENIENTS
LES PROCEDES PHYSICO-CHIMIQUES
Chauffage a haute température (a 840-950°C) pour obtenir des
éléments gazeux ensuite séparés par un jeu de températures a partir
de:
. . - combustibles fossiles (vaporeformage): Technologie . A
Réformage : CHn,+nH,O—-nCO+(m?2+n)H, mature, peu gﬁjm de. C?Z’ gltlllsatlon
CO +H,0 — CO, +H, codteuse energies 10ssties
- charbon : (gazéification du charbon), coke et
solides carbonés autres.
- vapeur d’eau
Séparation de la molécule d’eau 80°C < Température < 1000°C,
réaction inverse d’une pile : Technologie Colteuse
Electr_olyse de - Anode : H,0 — 2H" + 2¢” + 1/20, mature, pas de énergétiquement ;
eau . AG® = 285kJ.mole™  (apport électrique nécessaire rejet de CO, Taille des installations
pp q |

- Cathode: 2H" + 2e” — H,

Pyrolyse de la
biomasse :

Chauffage (sans flamme) a haute température de corps organiques
complexes, pour produire des éléments simples. Utilisation de
déchets solides et de boues d’épuration possible.

Pas de production
de CO,

Codteuse énergétiquement

Nucléaire :

Utilisation de réacteurs de 4°™ génération

Pas de rejet de
CO,

Déchets nucléaires
Technologie non mature

Photoélectrolyse :

Utilisation de la lumiére solaire qui agit sur une cellule
photoélectrique produisant des bulles d’H, et d’O, si elle est
immergée dans 1’eau.

Pas de rejet de
CO,

A 1’état de recherche

LES PROCEDES BIOLOGIQUES

Bio-photolyse de
P’eau

Réaction réalisée par des algues et des cyanobactéries (ex. : I’algue
verte Chlamydomonas reinhardtii)

2H20+hV—>2H2+02

(couplage de la photosynthése et de ’action d’hydrogénases®)

Besoin d’eau et de
lumiére

Pas de rejet de
CO,

Photo-
fermentation

Réaction réalisée par des bactéries photosynthétiques anoxiques
(bactéries pourpres, hétérotrophes) (ex. : Rhodobacter capsulatus)
Utilisation de la lumiére et des nitrogénases?, sous carence d’azote
C6H1205 + 6H20+ hv — 12 Hz + GCOZ

Rendement
théorique de
conversion en H,
élevé

Valorisation des
déchets organiques

Codts des photo-
bioréacteurs

Faible conversion de
I’énergie solaire
Production d’H, limitée
par rapport aux procédés
physico-chimiques
Production sequencée
(cycle de la photosynthese
et/ou stress bactérien)

Fermentation

Réaction réalisée par des bactéries anaérobies strictes (ex. Clostridium
butyricum) ou facultatives (ex. Enterobacter cloacae) lors de la
transformation de la matiére organique grace a des hydrogénases™.

CeH120¢ + 2H,0 — 4 H, + 2CH3;COOH + 2CO,
CeH1205 — CHaCH,CH,COOH + 2CO, + 2H,

Production a partir
de matiere
organique variée,
Pas besoin de
lumiére

Purification de I’H,,
nécessaire,

Sensibilité a la pression
d’Ha,

Accumulation de
métabolites secondaires

Electrolyse
Microbienne

Réaction réalisée par des bactéries électroactives formant un biofilm
(ex. Shewanella, Geobacter) qui transfert les électrons issus de
I’oxydation de molécules organiques au systéme :
C2H402+2H20—>2C02+8H++86-

Pour une réduction des protons a la cathode : 2H" + 2e — H,

Rendement de
conversion en H,
élevé

Valorisation des
déchets organiques

A I’état de recherche

(1) Hydrogénase : enzyme catalysant I’oxydation réversible de I'H,.

(2) Nitrogénase : enzyme catalysant la réduction de I’azote atmosphérique (N,) en ammoniac (NHs).
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I.2.1. PRODUCTION D’HYDROGENE PAR DECOMPOSITION ELECTROCHIMIQUE
DE L’EAU

La voie électrochimique représente environ 4% de la production actuelle (Damien, 1992).
L’électrolyse en milieu alcalin (pH>14) est la technologie la plus répandue. Toutefois, elle
présente des problemes de corrosion et les catalyseurs d’électrodes restent améliorables. La
forte concentration des électrolytes peut poser des problemes environnementaux et des
phénomeénes de décantation (des précipités formés par les ions dissous), en phase d’arrét.
L’électrolyse en milieu acide (pH<1), moins répandue, est surtout utilisée pour produire de

faibles quantités d’hydrogéne de grande pureté.

En électrolyse de I'eau, la cathode est le siege de la production d’hydrogéne et I'anode

celui de I'oxydation de I'eau (cf. ci-dessous : réactions en milieu acide):
Cathode 2H" + 2e- 2 H, En+/n2 = 0,0 — 0,059pH /ESH
Anode 2 H,0 2 %0, + OH + 2e- Eo2/120=1,23 - 0,059pH /ESH

Pour que la réaction globale se produise, il est nécessaire de fournir entre I'anode et Ia
cathode une différence de potentiel supérieure a la valeur de I’équilibre thermodynamique
(1,23V en conditions standards). Les électrolyses en milieu alcalin sont usuellement réalisées
a des différences de potentiel de I'ordre de 1,8 a 2 V. Ce procédé est treés colteux en énergie
et la consommation électrique, de 'ordre de 4 & 5 kWh/Nm? d’hydrogéne, représente 80%

du co(t de production de I’hydrogene.

| I
$ 2:e
2¢
o - —
= b — — ta _
“® %
a¥0; v §
l ) ~I
| H0 H,S0,
H,0 —=1/,0,+2H"+2¢" 2H*+2e —=H,

Figure I-2 : Schéma de principe d'une cellule d'électrolyse de I'eau (Millet, 2008).
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I.2.2. VOIES BIOLOGIQUES DE PRODUCTION D’HYDROGENE

[.2.2.1. LES PHOTO-BIOPROCEDES

Les algues ou bactéries photosynthétiques utilisent I’énergie solaire pour convertir le
dioxyde de carbone et I'eau en carbohydrates et oxygéne. Certains micro-organismes,
peuvent aussi utiliser I’énergie solaire pour produire de I’hydrogene. Les trois principaux

procédés sont : la biophotolyse direct, la biophotolyse indirecte et la photofermentation.

La biophotolyse directe consiste a I'utilisation des électrons issus de la scission de I'eau en
oxygéne et en protons par I'hydrogénase, ce qui permet la production d’hydrogéene.
Cependant les productivités en hydrogéne citées dans la littérature sont faibles, de 'ordre
de 0.007 mmolH2/L/h (Levin et al., 2004) a cause de la forte sensibilité des hydrogénases vis-

a-vis de I'oxygeéne qui est malheureusement un des produits de la réaction.

La biophotolyse indirecte est similaire a la biophotolyse directe. La différence réside dans
le fait que la production d’hydrogéne est découplée de maniere spatiale ou temporelle,
limitant le probleme de sensibilité des hydrogénases a I'oxygeéne. Ce qui est par exemple le
cas pour les cyanobactéries qui fixent le dioxyde de carbone la journée et produisent de

I’hydrogéene la nuit via la nitrogénase (Hallenbeck and Benemann, 2002).

La photofermentation est similaire a la photosynthése classique. Cependant, les photons
oxydent des substrats organiques a la place de la molécule d’eau. Elle est réalisée par les
bactéries pourpres telles que Rhodobacter ou Rhodopseudomonas. Le rendement théorique
de conversion de I'énergie lumineuse en hydrogéne est proche de 100%. Cependant, en
pratique les rendements obtenus sont proche de 4%. Ces faibles rendements peuvent étre

expliqués par l'inhibition due a I’exces de lumiere (Hallenbeck and Benemann, 2002).

[.2.2.2. FERMENTATION

Les procédés par voie fermentaire permettent la production d’hydrogene a partir de
carbohydrates simples (saccharose, glucose) ou de polysaccharides complexes. Les
productivités de tels systemes sont intéressantes, de l'ordre de quelques litres
d’hydrogeéne/L réacteur/h (Hallenbeck and Benemann, 2002; Hawkes et al., 2007; Guo et al.,

2010). Par exemple, Levin et al. (2004) ont obtenu 2.7 L/L/h en condition mésophiles. Les
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rendements restent cependant limités en termes de moles d’hydrogéne produit par mole de
substrat du fait de la co-production d’acides organiques non-fermentescibles. Par exemple,
la fermentation du glucose produit au maximum 4 moles d’hydrogene par mole de glucose

par la voie métabolique de I'acide acétique (Figure I-3):
CeH1,06 + 2 H,0 2 4 H, + 2 CO, + 2 CH;COOH
ou 2 moles d’hydrogéne par mole de glucose si elle co-produit I'acide butyrique :
CsH1206 = 2 H; + 2 CO; + C4H30,

En pratique, les techniques de fermentation donnent de 2,4 a 3,2 moles d’hydrogéne par
mole de glucose (Hawkes et al., 2007). Ceci est d0 au grand nombre de métabolismes
impliqués en cultures mixtes. Bien que des pistes proposent d’augmenter cette conversion
avec par exemple la conversion phototrophe des acides organiques tels que I'acétate et le
butyrate issus de la fermentation (Fang et al., 2005), la stoechiométrie maximale de 12 moles
d’hydrogéne par mole de glucose : CgH1,06 + 6 H,O = 12 H, + 6 CO, est encore loin d’étre

atteinte.

4H,
4 CO,

A T_,J

2
CH5COOH

CeH1,06 4 H,0

Figure I-3 : Représentation schématique de la fermentation sombre en Batch. Cas de la fermentation du

glucose par la voie acétate.
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[.2.2.3. ELECTROLYSE MICROBIENNE

Dans un électrolyseur microbien, un biofilm électroactif développé sur I'anode réalise
I’oxydation d’acides organiques ; par exemple pour 'acétate (Figure I-4):

C2H402+2H2092C02+8H++8e_

La cathode, quant a elle, assure classiquement la réduction abiotique de I'eau ou du

proton suivant la valeur du pH (Figure I-4):
8H,0+8e-2>4H,+8HO
8H +8e- 2 4H,

En comparaison avec le procédé traditionnel d’électrolyse de I'eau, les électrolyseurs qui
oxydent des acides organiques n’exigent que des tensions beaucoup plus faibles, pouvant
descendre jusqu’a 0,14V contre 1.3 V en électrolyse de I'eau abiotique. Pour une production
d’hydrogéne identique, ce nouveau type d’électrolyseurs permettrait de réduire le cot

énergétique d’un facteur proche de 10.

rateur

-

Gen

4H,

8e

8e
2 CO,

8 H*

CH,COOH

2 H,0

1 S

Figure I-4 : Schéma d'un électrolyseur microbien (MEC : "Microbial Electrolysis Cell") avec membrane

échangeuse d’ions. Cas de I'oxydation de I'acétate a I'anode.
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[.3. PRODUCTION DE BIOHYDROGENE PAR VOIE FERMENTAIRE

I.3.1. PRINCIPE

La production de biohydrogene par fermentation permet de réaliser dans un méme
temps le traitement d’effluents organiques et la production d’hydrogéne (Saratale et al.,
2008). Cette fermentation dite « sombre » ne nécessite pas de lumiére, requiert moins de
place et est beaucoup moins colteuse (environ 340 fois moins chere) que les procédés de
production photosynthétiques tels que la photo-fermentation ou la photobiolyse (Atif et al.,

2005).

La fermentation est un procédé simple qui nécessite un faible apport énergétique et qui
utilise une large gamme de déchets organiques (Hallenbeck and Benemann, 2002; Hawkes et
al., 2007). Des monosaccharides ou encore des polymeéeres tels que la cellulose,
I’hémicellulose et I'amidon peuvent ainsi constituer les substrats de ce procédé biologique. Il
existe 2 voies principales de production d’hydrogéne : la voie acétate et la voie butyrate.
Chacune de ces voies génére des co-produits de I'hydrogene qui sont respectivement
I'acétate et le butyrate. La voie de production d’acétate présente un rendement molaire
maximal de 4 moles d’hydrogene par mole d’hexose équivalent, alors que pour la voie «
butyrate », le rendement maximal théorique en hydrogéne est plus faible avec 2 moles
d’hydrogene par mole d’hexose équivalent. Les rendements effectivement atteints sont
cependant inférieurs du fait de plusieurs voies de consommation d’hydrogéne ou en

concurrence pour le substrat.

I.3.2. VOIES METABOLIQUES DE PRODUCTION D’HYDROGENE PAR
FERMENTATION

Plusieurs voies métaboliques sont susceptibles de produire du biohydrogene par voie

fermentaire (Figure I-5).

Le glucose est converti en pyruvate par glycolyse (ou voie d’Ebden-Meyerhof Parnas) en
produisant de I’Adénosine Triphosphate (ATP) a partir d’adénosine diphosphate (ADP) et de
la formation de la Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NADH). Le pyruvate est alors

I’élément central du métabolisme, il peut étre notamment :
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e Converti en acétyl-Coenzyme A (Acétyl-CoA), en CO, et en H, par la pyruvate
ferredoxine oxydoréductase et une hydrogénase.
e Converti en acétyl-CoA et en formate qui peuvent étre transformés en CO, et H,
par certaines entérobactéries comme Escherichia coli.
L'acétyl-CoA est ensuite converti en acétate, butyrate et/ou éthanol en fonction des

micro-organismes, de la charge en substrat et des conditions expérimentales.

H nases

ADP + Pi ATP
- 2NAD ¢, ,)@
{ Glucose
So-->Fd + 2H
NAD* NADH + H- A
2ADP + 2Pi 2NAD" 2NADH +2H ™
< FdH,
2ATP 2NADH + 2H°
ADP+Pi  ATP 2$~ @
Oxaloacetate <& \n/' ' Formate f. 2,3-butanediol
NADH + H- €0, HO v2co,

NAD-

NADH + B+ NAD- NADH + B+ NAD-

FdH
Malate NADH + K 2 CO: ‘ Acétaldéhyde

Acétyl-CoA

s on e T
ADP+ A :
NADH + H* 2 co} :
il Isopropanol
Acetate

3Hydroxybutyryl -CoA

Croto ICoA
NADH + H*
m-H'

Fumarate

NAD-
Butyry-CoA Buryraldéhyde
ADP + Py NADH + H
AR NAD-

Butyrate Butanol

=== Voie de production d'H,
=20 \/oie concurrente a la production d’'H,

Figure I-5:Principales voies métaboliques impliquées de production ou concurrente a la production de

biohydrogéne par voie fermentaire (adapté de Latrille et al. (2011))
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Parmi le large panel de produits finaux générés par les divers groupes microbiens au
cours de la fermentation en cultures mixtes, I'acétate et le butyrate sont principalement co-
produits par le biais des métabolismes de production d’hydrogene généralement décrits
pour Clostridium sp. ou les Enterobacteriaceae. Les équations de production d’hydrogene

par ces deux voies sont décrites ci-dessous (Hawkes et al., 2007; Latrille et al., 2011):

CgH1,06 + 2 H,0 = 2 CH3COOH + 2 CO; + 4H, AGy' =-215 ki/mol  ([.1)
C5H1205 - CH3CH2CH2COOH +2 COZ + 2H2 AGy' = - 264 ki/mol (IZ)

Il est également possible de produire de I'hydrogéne a partir de formiate. En effet,
certains micro-organismes, comme Escherichia coli, présentent la particularité de détourner
une partie de leur métabolisme pour produire de I'hydrogene via la voie de synthése du

formiate :
HCOOH - CO, + H, AGy' =-48,4 ki/mol  (].3)

Une autre voie de production a été proposée par Li et al. (2007) et Rodriguez et al. (2006),
avec la production d’acétate et d’éthanol. Cette voie de production présente un rendement

maximal de 2 moles d’hydrogeéne par mole de glucose :
CeH1206 + 3H,0 - CH3CH,0H + CH3COOH + 2C0O,+ 2H, AGy =-225 ki/mol  (].4)

Toutefois, la majeure partie des études en cultures mixtes et en continu ont démontré
que les principaux métabolites produits étaient I'acétate et le butyrate, avec prédominance
du butyrate pour les pH les plus bas (Hawkes et al., 2007; Guo et al., 2010). Ainsi, Hawkes et
al. (2007) proposent une équation globale pour décrire la production d’hydrogene par voie
fermentaire en cultures mixtes :

AGO’=
4C¢H1,06+ 2H,0— 3CH3CH,CH,COOH + 2CH3COOH + 8CO;, +10H, - 953 kJ/mol (1.5)

Méme si d’aprés cette équation les rendements de production d’hydrogéne en cultures
mixtes doivent atteindre 2,5 moles d’hydrogene par mole d’hexose, les rendements actuels
de production d’hydrogene sont généralement inférieurs. Ceci s’explique notamment par la
présence de voies consommatrices d’hydrogéne ou de voies concurrentes a la production

d’hydrogéne.
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I.3.3. VOIES DE CONSOMMATION

L’hydrogene est un vecteur énergétique qui permet le transfert d’électrons inter-espéces.
Au sein de la chaine trophique, I’hydrogéne est un intermédiaire moléculaire clé de la
symbiose entre consommateurs et producteurs d’hydrogene. Ainsi, en cultures mixtes,
d’autres produits métaboliques que ceux cités précédemment peuvent s’accumuler dans le

milieu.

Les espéces les plus connues au sein du processus de digestion anaérobie sont les
Archaea méthanogenes hydrogénotrophes qui sont capables de produire du méthane a
partir d'H, et de CO,. En anaérobiose, elles sont consommatrices d’hydrogene car la réaction
de méthanisation y est thermodynamiquement trés favorable (AGo=-136 kl.mol™), plus
favorable méme que la production de méthane a partir d’acétate (pour laquelle AGy=-31

kJ.mol™) (Rafrafi, 2010) :
4H, + CO, > CHg4 + 2H,0 AGy =-136 ki/mol (1.6

Une l'accumulation d’acétate dans le milieu n’est pas nécessairement le fait d’une
production de biohydrogene par la voie acétate, mais peut étre due a I'action des bactéries
homoacétogenes, comme Clostridium aceticum ou Clostridium thermoaceticum, qui sont
capables de consommer le CO, et I'H, pour former de l'acétate selon la réaction

d’homoacétogenese suivante (Latrille et al., 2011):

2CO; + 4H, > CH3COO0H + 2H,0 AGy =-94 ki/mol  ([.7)

Le propionate, le succinate et le caproate sont des métabolites issus de voies de

consommation d’hydrogéne décrites ci-dessous (Latrille et al., 2011):
CeH1206 + 2H, - 2CH3CH,COOH + 2H,0 AGy’ =-359kl/mol  (.8)
CeH1,06 + 2C0, + 2H, = 2(CH,COOH), + 2H,0 AGy =273 kifmol (1.9
CH3(CH,),COOH + CH3COOH + 2H; = CH3(CH,)4,COO0H + 4H,0 AGy =-48kl/mol  (1.10)
CH5(CH,),COOH + 2CO, + 6H;, - CH3(CH,),COOH + 4H,0  AGy'=-143 ki/mol ([.11 )

Les bactéries sulfato-réductrices peuvent également consommer ['hydrogéne par

réduction des sulfates. Pour de faibles concentrations en sulfate dans le milieu (environs 500
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mg.L™) et un faible taux d’hydrogéne (10 atm), la réaction, thermodynamiquement trés

favorable, peut se produire, selon (Latrille et al., 2011).

4H, + SO4¥ + 2H+ = H,S + 4H,0 AGy' =- 359 ki/mol (.12 )

1.3.4. VOIES CONCURRENTES

Les voies concurrentes a la production d’hydrogéne consomment une partie du substrat

qui ne pourra pas étre utilisée pour la production d’hydrogéne.

C'est le cas des voies homolactiques et hétérolactiques réalisées par les bactéries
lactiques (Lactobacillus sp., Enterococcus sp. Streptococcus sp. Bacillus sp. ou
Bifidobacterium sp.) qui sont en compétition pour le substrat avec les bactéries

acétogenes (Figure 1-6):

CsH12,06 - 2CH3CHOHCOOH AGy' =-117 ki/mol (.13
CgH1,0¢ - CH3CHOHCOOH + CH3CH,0H + CO, 4Gy = - 216 ki/mol (/14)
2CgH1,06 - 2CH3CHOHCOOH + 3CH3COOH AGy =-213 ki/mol  (].15)

Certaines bactéries acétogenes comme Sporomusa sp. ou Clostridium sp. sont capables
de fermenter le glucose en utilisant la voie homoacétique en produisant alors 3 moles

d’acétate par mole de glucose :
CeH1,06 - 3CH3COOH 4Gy’ =-310kl/mol  (].16)

Certains micro-organismes, outre les levures, sont également capables de produire de

I’éthanol a partir de glucose. C'est le cas de Zymomonas sp. (Figure 1-6).
CeH1206 - 2CH3CH,0H + 2CO, 4Gy =-235kl/mol (1,17
Enfin, la fermentation propionique co-produit du propionate et de I'acétate (Figure I-6).
1,5 CgH1206 - 2CH3CH,COOH + CH3COOH + CO; + H,0 AGy =-311kl/mol (.18 )

Au sein méme des micro-organismes producteurs d’hydrogene, des voies métaboliques
alternatives causées par un stress environnemental peuvent apparaitre. En de telles

situations, ces micro-organismes peuvent effectuer la solvantogenése. Par exemple, les
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bactéries du genre Clostridium peuvent produire de I’éthanol, de I'acétone, du butanol, du
lactate ou du propionate en cas de stress cellulaire. La production d’hydrogene est alors
rendue impossible du fait de la compétition pour I'élément réducteur NADH au sein de la
cellule (Figure I-5). Chez Clostridium sp. la solvantogenese est par ailleurs associée a un
phénomeéne de sporulation. La production d’hydrogéne peut donc étre perturbée par divers
facteurs qui déclenchent la sporulation et la solvantogenése. Ces facteurs peuvent étre un
choc de température, une baisse brutale du pH (d’'une ou deux unités), la présence
d’oxygéne dans le milieu (traces), un excés ou une carence en nutriments (source de
carbone, azote, phosphore ou fer). La solvantogenése peut aussi étre causée par
I’accumulation de sous-produits de fermentation (concentrations en acétate et/ou butyrate
supérieures a 60mM) ou par la sécrétion de bactériocines dans le milieu par d’autres

espéces fermentaires en cultures mixtes telles que Lactobacillus (Noike et al., 2002).
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Figure I-6: Voies métaboliques générales dans le mécanisme de production de biohydrogéne par
fermentation (adapté de Guo et al. (2010))
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I.3.5. CONDITIONS OPERATOIRES

1.3.5.1. PH

Le pH est un facteur essentiel pour la production d’hydrogéne (Chu et al., 2008; Espinoza-

Escalante et al., 2009) car il permet de :

e limiter la croissance des organismes méthanogenes,
e améliorer la production de biohydrogene en contrélant les voies métaboliques
(action sur I'activité des hydrogénases),
e éviter la solvantogenése (formation de lactate, propionate, éthanol, acétone et
butanol).
Le pH optimal pour la production d’H, reporté dans la littérature se situe entre 5,0 et 6,0
pour les déchets alimentaires et 7,0 pour les résidus agricoles et les fumiers d’animaux (Guo

et al,, 2010).

Le pH impacte fortement les voies métaboliques de production de biohydrogene. Une
étude en batch a répertorié les pH optimaux (dans un intervalle de 4 a 8) pour la production
d’hydrogéne a partir de différents substrats et en cultures mixtes (Li et al., 2007). La gamme
de pH optimaux varie de 5,2 a 7,0 avec une moyenne a pH 6 (Li et al., 2007). L’effet du pH
sur la conversion du glucose en hydrogene en cultures mixtes a été étudié par Fang and Liu
(2002). A 36°C, un pH optimal a été déterminé a 5,5 en termes de production de
biohydrogene (64+2 % du biogaz produit) avec un rendement de 2,1 + 0,1 mol Hy/mol

glucose.

Dans la plupart des études, a pH régulé et en cultures mixtes, le butyrate et I'acétate sont
les deux principaux produits, avec une prédominance du butyrate a des pH bas et du
propionate a des pH neutres ou basiques (Li et al., 2007). Plus particulierement, d’aprés une
étude de Fang et Liu (2002), le butyrate est prédominant a des valeurs de pH inférieures ou
égales a 6 et l'acétate devient majoritaire pour des valeurs supérieures a 6,5. Plus
généralement, les voies productrices d’hydrogene « butyrate » et « acétate » sont favorisées
a des pH relativement bas (pH 4,5-6,0) alors qu’a pH neutre ou alcalin, I'accumulation
d’éthanol, de propionate, de lactate et de caproate est observée (Hawkes ., 2007, Fang et

Liu, 2002).
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L'impact du pH sur l'activité métabolique et la diversité microbienne a été étudié par
Temudo et al. (2008) au cours de la fermentation du glucose, du xylose et du glycérol a 30°C.
Il a ainsi d’abord été vérifié que pour des valeurs de pH inférieures a 6, les métabolites
produits étaient principalement I'acétate et le butyrate tandis que pour des pH plus élevés,
I’éthanol et I'acétate étaient principalement retrouvés. La prédominance d’espéces du genre
Clostridium a été montrée pour toutes les valeurs de pH testées (4-8,5). Cependant une plus
grande diversité microbienne a été notée aux pH plus élevés avec la sélection d’espéces

appartenant a d’autres genres comme Klebsiella (Temudo et al., 2008).

Le pH du milieu influence donc non seulement les voies métaboliques empruntées, mais

aussi la diversité des communautés microbiennes.

1.3.5.2. TEMPERATURRE

Les travaux portant sur la production d’hydrogene ont été réalisés soit a température
ambiante (15-30 °C), soit en conditions mésophiles (32-39°C) ou thermophiles (50-64°C). Sur
des substrats simples, les rendements de production d’hydrogéne sont comparables a des
températures mésophiles et thermophiles mais sont inférieurs a température ambiante (Li
et al.,, 2007; Wang and Wan, 2009a). Bien que la température optimale des hydrogénases
soit de 50 °C (Adams and Mortenson, 1984), ce sont les conditions mésophiles qui sont les
plus étudiées dans la littérature s’intéressant a la production d’hydrogene par fermentation

(Li et al., 2007). En effet, a rendements similaires, elles restent moins coliteuses en énergie.

[.3.5.3. PRESSION PARTIELLE EN HYDROGENE

La pression partielle en hydrogéne joue également un réle important dans la production
d’hydrogene par fermentation. Elle conditionne la valeur des enthalpies libres des réactions
métaboliques. En anaérobiose, les dispositifs expérimentaux engendrent une sursaturation
des gaz dans la phase liquide, favorisant la formation de bulles de gaz et augmentant la
pression partielle en hydrogene du milieu. Une pression partielle croissante cause une
diminution de I'activité des hydrogénases et rend les réactions de production d’hydrogéne

thermodynamiquement défavorables (Kim et al., 2006).
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Ainsi, 'augmentation de la concentration du milieu en hydrogene non seulement inhibe
la production d’hydrogéne mais induit également un changement des voies métaboliques
vers la production de lactate et/ou solvantogenése avec production d’éthanol, de butanol

et/ou d’acétone (Valdez-Vazquez and Poggi-Varaldo, 2009).
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Les concentrations en réactants utilisées sont de : 256 mM (acétate),
10 mM (propionate, butyrate, lactate et éthanol), 5 mM (sulfates),
20 mM bicarbonates, 0,7 atm. (méthane).

Figure 1-7 : Evolution de I’énergie libre standard de Gibbs (G pH 7 et 25°C) des réactions de conversion
d’acides gras volatils en acétate avec production d’hydrogéne ou de réactions de respiration inorganique, en
fonction de la pression partielle en hydrogéne du milieu (Latrille et al. 2011).

Pour diminuer artificiellement la pression partielle en hydrogéne, plusieurs solutions
peuvent étre mises en ceuvre dans les procédés de production d’hydrogéne par voie

fermentaire.

L'agitation est la technique la plus utilisée. En effet, augmenter la vitesse d’agitation du
milieu revient a augmenter le coefficient de transfert gaz/liquide et donc a réduire la
concentration en hydrogene dans la phase liquide du réacteur. Ainsi, Lay (2000) a obtenu
une augmentation du rendement en hydrogéne de 100% en augmentant la vitesse
d’agitation du mélange en fermentation de 100 a 500 rpm. Plus récemment, Aceves-Lara et
al. (2008) ont obtenu avec des mélasses d’industries sucriéres une production d’hydrogéne

maximale a la plus forte vitesse testée dans un intervalle compris entre 150 a 300 rpm.
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Il est également possible de diluer I'hydrogene en introduisant dans le réacteur un gaz
inerte comme de I'azote ou de I'argon. L'inconvénient de cette technique est qu’elle induit
une dilution importante de I’hydrogene produit et donc un colt énergétique ultérieur

conséquent pour le purifier (Latrille et al., 2011).

Enfin une troisiéme solution consiste a submerger une membrane de séparation dans le
milieu liquide afin de séparer I'hydrogene des autres gaz. Cette méthode présente

néanmoins des risques majeurs de colmatages (Valdez-vazquez and Poggi-varaldo, 2009).

D’autre part, pour de trés faibles pressions partielles en hydrogéne, une formation
supplémentaire d’hydrogene pourrait théoriquement provenir de la dégradation de I'acétate
par une réaction inverse de ’"homoacétogenese. Cette conversion, thermodynamiquement
défavorisée aux températures modérées, est extrémement sensible a la concentration en

hydrogene :

CH3COOH + 2H,0 - 2CO, + 4H, AGy = +95ki/mol (.19 )

1.3.5.4. SALINITE

Bien que la concentration en sodium Na® puisse avoir un effet inhibiteur important sur la
digestion anaérobie (Feijoo et al., 1995; Oren, 2001; Lefebvre et al., 2007), des
communautés microbiennes d’origine naturelle ont présenté des facultés pour s’adapter a
de fortes salinités (jusqu’a 210 gnac/L). Finalement, une bonne capacité pour la digestion
anaérobie dans ces conditions a été révélée, et notamment pour le traitement des eaux
usées chargées en sels (Lefebvre and Moletta, 2006). Certaines de ces communautés
microbiennes sont dites halophiles (Mosquera-Corral and Sanchez, 2001; Lefebvre et al.,
2006) tandis que d’autres ne le sont pas et doivent étre pré-adaptées a des concentrations
en sels croissantes avant d’étre utilisées comme inocula (Guerrero et al., 1997; Gebauer,

2004; Lefebvre et al., 2007).

Alors que beaucoup d’espéces appartenant aux genres Clostridium, Enterobacter et
Escherichia ont été décrites comme productrices d’hydrogene en cultures mixtes et en
milieu non-salin (Hawkes et al., 2007; Wang and Wan, 2009a, 2009b; Guo et al., 2010;
Quéméneur et al.,, 2010, 2012; Quéméneur, Hamelin, Benomar, et al., 2011; Quéméneur,

Hamelin, Latrille, et al.,, 2011), seules quelques études ont porté sur la fermentation
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d’effluents salins en cultures mixtes pour la production de biohydrogéne (Zheng et al., 2005).
Zheng et al. (2005) ont mis en exergue une diminution progressive des rendements de
conversion d’hydrogéne de 0,597 moly/Molsycrose.j @ 0,089 molH,/molsycrose.j avec une
augmentation de la concentration en NaCl de 0 a 30 gnac/L en milieu acide (pH 6) avec des

boues de digesteur anaérobie prétraitées thermiquement.

Des études en cultures pures et en conditions salines (>20 gnac/L) @ pH 7 ont permis de
montrer les capacités de production de biohydrogéne par voie fermentaire de Bacillus
megaterium (Liu and Wang, 2012), Halocella cellulolytica (Simankova et al., 1993) et
Clostridium acetobutylicum (Alshiyab et al., 2008). De plus, Alshiyab et al. (2008) ont montré
que la production d’hydrogene diminuait de 18 % chez Clostridium acetobutylicum suite a
I’'augmentation des concentrations en NaCl de 0 a 5 gnac/L. Simankova et al. (1993) ont
montré que Halocella cellulolytica, isolée de lagons hypersalins, était aussi capable de
produire de I’hydrogene a partir de cellulose microcristalline (avec des concentrations en
NaCl de 50 a 200 gnac//L), avec jusqu’a 4 mmoly,/L pour 100 gnac/L. Liu and Wang (2012) ont
étudié la capacité de Bacillus megaterium (Bacillus sp. B2) a produire de I’hydrogéne dans
une gamme de concentration allant de 4 a 70 gnaa/L. Un maximum de production
d’hydrogeéne a pu étre observé avec 1,65 moly,/molgiucose €N conditions marines (30 gnac/L).
Kivisto et al. (2010) ont montré que Halanaerobium saccharolyticum sspp. saccharolyticum
(Hssa) et senegalensis (Hsse) produisent respectivement 0,6 et 1,6 molyy/molgiucose, @ PH 7 et
150 gnac/L. En accord avec ces résultats, Brown et al. (Brown et al., 2011) décrivent
Halanaerobium hydrogeniformans comme une bactérie fermentaire qui produit de

I’hydrogéne en conditions salines (70 gnac/L) et alcaline (pH11).

Ces résultats en cultures pures montrent qu’une production d’hydrogene est réalisable en
conditions salines, principalement a pH neutre ou alcalin, contrairement aux conditions de

pH usuelles en fermentation pour produire de I’hydrogene.

I.3.6. MICROORGANISMES IMPLIQUES

[.3.6.1. GENERALITES EN CULTURES MIXTES

Parmi les bactéries hétérotrophes qui peuvent produire de I’hydrogéne par fermentation,

les micro-organismes les plus efficaces sont les bactéries des genres Clostridium (anaérobies
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stricts), Enterobacter et Bacillus (anaérobies facultatifs) (Li et al., 2007). lls sont capables de
produire de I’hydrogene en cultures pures ou mixtes ainsi qu’en co-cultures. Les cultures
pures souvent étudiées pour la production d’hydrogéene sont anaérobies strictes
(Clostridium) ou facultatives (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter...) (Ntaikou et al.,
2010). Les plus fréguemment étudiées sont les bactéries des genres Clostridium sp. et
Enterobacter sp. La production d’hydrogene atteint 2 moly,/molgucose avec Clostridium sp.

et 1 molyy/molgiucose (Girbal et al., 1995) avec Enterobacter sp. (Ohkawara et al., 1995).

La plupart des études en cultures mixtes utilisent comme inoculum des environnements
naturels comme des échantillons de sols ou des boues anaérobies pour produire de
I’hydrogene (Ntaikou et al., 2010; Monlau et al., 2013). Les cultures mixtes sont plus faciles a
mettre en ceuvre dans un procédé car elles ne requiérent pas de conditions stériles et
permettent la conversion en hydrogene d’un large panel de substrats (Ntaikou et al., 2010;
Monlau et al., 2012, 2013). Cependant, [l'utilisation de cultures mixtes implique
généralement la présence d’autres microorganismes non producteurs d’hydrogéne qui
entrent en compétition pour le substrat, comme les bactéries lactiques, ou participent a des
réactions de consommation de [I'hydrogéne produit, les méthanogenes ou les
homoacétogeénes, entrainant une baisse des rendements apparents de conversion du
substrat en hydrogene (Guo et al., 2010; Ntaikou et al., 2010; Monlau et al., 2013). Les
Archaea méthanogénes peuvent étre inhibées en appliquant par exemple un prétraitement
thermique sur I'inoculum ou en contrélant le pH dans le réacteur. Le traitement thermique
est basé sur la capacité de certaines bactéries acidogénes, comme Bacillus et Clostridium, a
sporuler a hautes températures alors que les archées méthanogénes, par exemple, seront
facilement éliminées avec un choc thermique de 15 minutes a 110°C (Lay et al., 2003; Argun
et al., 2008). D’autres méthodes de prétraitement peuvent étre utilisées comme
I’éradication des microorganismes non sporulants (i.e. les archées méthanogénes) par le pH
avec une exposition prolongée a pH acide ou basique alors que les méthanogenes ne
peuvent pas survivre dans ces conditions extrémes (Ntaikou et al., 2010) ou par agent
chimigue comme le bromoéthanesulfonate, I'acétyléne et le chloroforme (Guo et al., 2010;

Monlau et al., 2012, 2013).
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[.3.6.2. CL.OSTRIDIUM SP.

Les espéces appartenant au genre Clostridium sont particulierement étudiées pour la
production d’hydrogéne par voie fermentaire. Les principales espéces étudiées sont
Clostridim butyricum, Clostridium acetobutylicum et Clostridium beijerinckii (Guo et al., 2010;

Latrille et al., 2011).

En culture pure, les rendements couramment rapportés pour Clostridium butyricum sont

de I'ordre de 1,8 a 2 moly,/MOolpexose €1 peuvent atteindre 3 moly,/molgiucose (JO et al., 2008).

La production d’hydrogene s’effectue principalement par la voie acétate, avec un ratio

butyrate/acétate de 0,3 Molyytyrate/MOlacstate (Latrille et al., 2011) .

[.3.6.3. ENTEROBACTER SP.

En fermentation, Enterobacter aerogenes et Enterobacter cloacae ont été les deux
espéces anaérobies facultatives les plus étudiées (Zhang et al., 2011). Les rendements de
conversion retrouvés dans la littérature restent relativement faibles, entre 0,2 et 1
MOly2/MOlpexose. LES sous-produits métaboliques des Enterobacter produits lors de la

fermentation sombre sont variés (lactate, éthanol...) (Kumar et al., 2001).

1.3.6.4. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli est le micro-organisme le plus étudié en laboratoire. Son métabolisme
fermentaire pour la production d’hydrogéne est connu. Escherichia coli, et plus
généralement les bactéries anaérobies facultatives, ont la particularité de pouvoir détourner
une partie de leur métabolisme pour la production d’hydrogéne via la voie de synthése du
formate. Alors que les rendements généralement atteints avec des souches sauvages
avoisinent 1 molyy/molgiucose, Turcot et al. (2008) ont obtenu avec cette espece 2

mOIHZ/mOIGIucose-
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[.4. PRODUCTION DE BIOHYDROGENE PAR ELECTROLYSE MICROBIENNE

1.4.1. PRINCIPE

Il a été découvert par 2 groupes de chercheurs différents, il y a quelques années, que les
micro-organismes pouvaient étre utilisés pour produire de I’hydrogene dans un procédé
d’électrolyse microbienne basé sur celui des piles a combustibles microbiennes (Liu, Grot, et
al., 2005; Rozendal et al., 2006). L'électrolyseur microbien, aujourd’hui appelé en
anglais « Microbial Electrolysis Cell » (MEC), a d’abord été appelé « bio-electrochemically
assisted microbial reactor » (Liu, Grot, et al., 2005) ou « biocatalyzed electrolysis cell »

(Rozendal et al., 2006).

Il est possible d’utiliser des acides organiques tels que ceux présents dans les boues
anaérobies pour la génération de courant (Freguia et al., 2010). Dans le compartiment
anodique, des micro-organismes forment un biofilm, oxydent la matiére organique et
transférent les électrons issus de cette oxydation via un circuit externe a la cathode, ou ils
réagissent avec les ions H" pour produire de I'H, (Figure 1-8) (Liu, Grot, et al., 2005; Rozendal
et al., 2006). Parmi les AGVs, l'acétate et le propionate sont des donneurs d’électrons

préférentiels (Freguia et al., 2010).
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Figure I-8 : Schéma d'un électrolyseur microbien (MEC : "Microbial Electrolysis Cell") avec membrane

échangeuse d’ions. Cas de I'oxydation de I'acétate a I'anode.
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Avant de s’intéresser aux biofilms électroactifs, une description des biofilms d’une
maniere plus générale est présentée dans le paragraphe suivant avec la description de leurs
caractéristiques, leurs inconvénients et leurs avantages. Puis les biofilms électroactifs seront

plus particulierement détaillés.

1.4.2. BIOFILMS

[.4.2.1. GENERALITES SUR LES BIOFILMS

Il est aujourd’hui largement reconnu que les bactéries, dans leur milieu naturel,
s'associent a des surfaces ou des interfaces, sous la forme d’agrégats multicellulaires,
appelés biofilms. Les micro-organismes sessiles se trouvent alors englobés dans une matrice
de polymeres extracellulaires (EPS). Ces EPS, sécrétés par ces mémes bactéries, renferment
principalement des polysaccharides macromoléculaires mais aussi des protéines, des lipides
et des acides nucléiques (Jouenne, 2008). Les biofilms offrent aux micro-organismes qui les
composent plusieurs avantages. Principalement, ils les protégent des perturbations
extérieures et leur assurent une résistance aux antimicrobiens et aux stress
environnementaux. C'est cette conformation qui prodigue aux bactéries une certaine

ubiquité et une prédominance dans le monde microbien (Jouenne, 2008).

Les communautés microbiennes attachées a des surfaces ont été observées bien avant
d’étre étudiées en détail. En 1684, Anthony Van Leeuwenhoek remarque une importante
accumulation de micro-organismes sur sa propre plaque dentaire. Ce n’est qu’en 1943 que
Zobell décrit, dans la premiere étude publiée sur les biofilms, les caractéristiques
fondamentales de colonies attachées a un support (Zobell, 1943). En 1978, Costerton affirme
la prédominance du mode de vie bactérien sous forme de biofilms. Plus tard il fut précisé
que 99% des bactéries se développaient en biofilms sur des surfaces tres variées telles que
les métaux, les plastiques, les tissus humains et végétaux, les surfaces minérales telles que
les pierres et le béton. Les types de biofilms sont aussi variés que les microbes qui les
constituent. Par exemple, les biofilms formés sur des pierres submergées dans un drainage
acide minier sont trés différents de ceux qui se forment au contact de I'air a la surface des

dents.
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Lorsqu’elles forment des biofilms, les bactéries présentent des caractéristiques
physiologiques différentes de celles présentées sous forme planctonique. Elles sont
notamment capables de mettre en place un systéme de communication chimique, le
« quorum sensing » (ou perception du quota), qui leur permet de coordonner leur

comportement en fonction de leur nombre (Jouenne, 2008).

1.4.2.1.1. Formation des biofilms

Au sein du biofilm naturel, chaque micro-organisme est soumis aux micro-conditions de
son habitat. Les échanges entre bactéries, les migrations de populations et les facteurs
externes affectent I'ordre et la structure de I'édifice. Ces derniers exercent une pression de
sélection qui fagonne I'architecture du biofilm et peut favoriser la formation d’une structure

dense et résistante aux attaques externes.

La formation d’un biofilm microbien mature sur une surface solide implique des
processus physiques, chimiques et biologiques qui se réalisent en plusieurs étapes (voir

Figure 1-9).

Figure I-9: Schéma des étapes successives de la formation d'un biofilm sur une surface

(d'aprés Stoodley et al., 2002). Le développement du biofilm se fait en 5 étapes : (1) : Attachement initial des

cellules sur la surface, (2) : Adhésion irréversible et production d’EPS, (3) : Formation des micro-colonies, (4) :
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Maturation du biofilm et mise en place de la structure tridimensionnelle du biofilm, (5): Détachement du
biofilm. Les images sur la partie inférieure de la figure présentent des vues au microscope de ces 5 étapes sur un

biofilm de Pseudomonas aeruginosa sur une surface en verre.

1.4.2.1.1.1 Attachement réversible des bactéries

La formation du biofilm commence par I'adhésion sur la surface de bactéries pionnieres
disséminées dans le milieu liquide. Dans le milieu naturel, ces micro-organismes proviennent
le plus souvent de I'érosion ou de la dissémination de biofilms voisins. L'approche des
bactéries vers la surface dépend des propriétés d’écoulement du fluide, des propriétés
physico-chimiques de surface (Katsikogianni and Missirlis, 2004), ainsi que de déplacement
des bactéries, grace a différents appendices bactériens tels que les flagelles et cils (O'Toole
and Kolter, 1998; Gavin et al., 2003). Ces premiéres bactéries attachées adhérent a la surface
grace a une force d’adhésion faible et réversible qui met en jeu des liaisons de Van Der
Waals et des forces électrostatiques. A ce stade, les bactéries peuvent se détacher de la

surface et revenir a I'état planctonique.

1.4.2.1.1.2 Adhésion irréversible et production d’EPS

Si ces bactéries restent sur la surface, elles peuvent s’ancrer de maniére plus permanente
grace, d’une part, a I'établissement de liaisons hydrophobes entre la bactérie et la surface,

et d’autre part, a la sécrétion d’exopolymeéres. L’adhésion devient alors irréversible.

1.4.2.1.1.3 Formation des micro-colonies

La multiplication des bactéries irréversiblement adhérées en surface conduit a Ia
formation de colonies qui recouvrent toute ou une partie de la surface du matériau.
Certaines espéces, qui ne sont pas capables d’adhérer a la surface, peuvent également

s’ancrer dans la matrice ou sur des bactéries déja attachées.

1.4.2.1.1.4 Maturation du biofiim et mise en place d’une structure

tridimensionnelle

Une croissance exponentielle des bactéries conduit a un épaississement du biofilm

jusqu’a la formation d’une structure tridimensionnelle hétérogéne (Costerton et al., 1999;
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Stoodley et al., 2002). Les canaux qui se forment au sein de cette structure permettent la
circulation des nutriments, de I'oxygene et le transport de produits issus du métabolisme
des micro-organismes qui composent le biofilm (Stoodley et al., 2002). Lorsque le biofilm est
mature, son épaisseur se stabilise et les phénomeénes d’arrachement du biofilm viennent

compenser sa croissance.

1.4.2.1.1.5 Détachement du biofilm

Le détachement du biofilm est une étape essentielle du cycle de vie du biofilm. Il permet
d’assurer son renouvellement cellulaire. Sa dispersion permet de plus aux microorganismes

du biofilm de coloniser d’autres surfaces.

1.4.2.1.2. Biofilms néqgatifs

Depuis plusieurs années, les biofilms présentent un intérét majeur dans la communauté
scientifique. En effet, la prédominance de la forme attachée des micro-organismes dans le

milieu naturel, industriel et médical est largement reconnue.

D’un point de vue médical, le développement des vaccins et des antibiotiques a permis de
protéger et de guérir les sociétés humaines des graves épidémies pouvant étre causées par
des pathogenes planctoniques. Cependant, la majeure partie des infections bactériennes
chez 'homme met en jeu des biofilms. Ces biofilms peuvent attaquer des surfaces
corporelles (dents, yeux, poumons, oreilles, tractus uro-génital) ou peuvent se localiser au
niveau de cathéters ou d’'implants types protheses lors d’opération chirurgicales (Costerton
et al.,, 1999). Ces derniers types d’infections sont connus sous le nom d’infections

nosocomiales.

Dans l'industrie alimentaire, la biodétérioration des matériaux et la contamination des
produits alimentaires causées par le biofouling et la biocorrosion engendrent des surcodts
importants et surtout des problemes industriels et sanitaires. Dans le secteur
agroalimentaire, la mise en place d’un biofilm peut permettre aux bactéries de devenir plus
résistantes aux agents extérieurs bactéricides et, par conséquent, de provoquer des
contaminations dues a des bactéries pathogenes telles que Listeria et Salmonella

(Maukonen et al., 2003).
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Dans d’autres secteurs industriels, les biofilms posent des problémes sanitaires et
fonctionnels importants. Le développement de biofilms dans des canalisations sur de
longues périodes engendre un encrassement des surfaces notamment de canalisations d’eau
potable, de transport de pétrole ou de gaz et de circuits de refroidissement mais aussi des

surfaces de coques de bateau (Flemming, 2002).

.4.2.1.3. Biofilms positifs

Malgré les effets néfastes des biofilms, comme précédemment décrits dans les milieux

hospitalier et industriel, leur action peut étre bénéfique a ’homme.

En effet, dans les systemes d’épuration des eaux usées, les biofilms ont été utilisés
historiquement avec succés. Notamment dans les systémes de filtres a sable et a support
fixe en général, les bactéries en surface du biofilm dégradent la matiére organique des eaux
usées avec des performances trés supérieures aux procédés a cultures planctoniques, les
procédés en biofilm permettant de conserver les microorganismes actifs et d’augmenter

ainsi leur concentration (Jouenne, 2008).

Les biofilms peuvent également étre utilisés de facon ciblée dans des sols contaminés par
des composés toxiques (hydrocarbures, solvants chlorés ...). La population endogéne qui
constitue le biofilm s’adapte alors au milieu pour consommer ces contaminants comme
substrat. Cette capacité d’adaptation et/ou de sélection des micro-organismes vis a vis de
polluants organiques pour les transformer en sous-produits inoffensifs est appelée

bioremédiation (Jouenne, 2008).

Les biofilms sont également utilisés dans I'industrie agroalimentaire, notamment pour la
confection du vinaigre ou de fromages a pate molle et a cro(ite lavée de type Reblochon,
Munster ... Dans le cas des fromages, les biofilms participent a I’élaboration de la texture et
de I'arbme du fromage, mais aussi a sa bioprotection face aux agents pathogénes comme
Listeria monocytogenes non seulement par un phénomeéne de compétition pour le substrat

mais par la production de molécules inhibitrices, comme suggéré par Mariani et al. (2011).

Dans le secteur minier, la biolixiviation est un procédé de plus en plus étendu qui permet
d’augmenter les rendements d’extraction des métaux. En effet, la lixiviation permet de

récupérer des métaux de forme solide sous leur forme liquide afin de les extraire plus
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facilement. Cela permet d’augmenter les rendements d’extraction des métaux contenus
dans les déchets miniers et également de rendre extractibles les métaux de ressources
minérales. Pour cela, le solide est incorporé a une préparation liquide qui facilite son
extraction. Dans le cas de la biolixiviation, c’est une solution bactérienne qui est utilisée ou
les bactéries puisent leur source d’énergie dans I'oxydation d’éléments chimiques minéraux

(Asghari et al., 2013).

Depuis les années 2000, la découverte de microorganismes capables de transférer
directement des électrons a une anode au sein d’une pile a combustible microbienne a
déclenché un regain d’intérét pour cette technologie. D’abord utilisés pour produire de
I’électricité, ces biofilms sont désormais impliqués dans la production de biocarburants et de

molécules d’intérét (Arends and Verstraete, 2012) (Figure 1-10).
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Figure I-10 : Trois concepts d’utilisation de biofilms électroactifs en systeme bioélectrochimique (BES)

pour (1) la production d’énergie électrique, (2) la production de molécules d’intérét et de vecteur

énergétique, (3) le traitement de pollutions ( Arends and Verstraete (2012))
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[.4.2.2. BIOFIL.MS ELECTROACTIFS

1.4.2.2.1. Historigue

Méme si la transformation de la matiére organique en électricité a toujours présenté un
intérét majeur pour les scientifiques, ce n’est qu’aujourd’hui que des applications pour de
petits appareils et sur des installations pilotes de plusieurs kilowatts sont envisagées. C’'est
Luigi Galavani, en 1790, qui le premier, a constaté que les pattes d’une grenouille se
contractaient alors qu’un bref courant les traversait. Le terme de « bioelectricité » est alors
apparu. En 1910, Michael Cresse Potter, professeur de botanique a I'université de Durham
en Grande Bretagne, découvre que des microorganismes ont la capacité de générer du
courant. En 1931, Cohen reprend l'idée de Potter et obtient en connectant en série des
biopiles a combustible des tensions générées allant jusqu’a 35V (Cohen, 1931). C'est dans les
années 60 que la NASA manifeste un intérét pour la conversion des déchets organiques en
électricité pour ses vols spatiaux. Cependant, face au succés grandissant d’autres techniques
alternatives telles que le photovoltaique pour les applications dans I'espace, le
développement des piles a combustible microbiennes a été délaissé par la NASA. Ce n’est
que plus tard, pendant la crise du pétrole des années 70 et 80 que l'intérét pour les piles a
combustible microbiennes s’est ravivé. Bennetto et al. (1981) ont apporté une contribution
remarquable a 'amélioration des piles a combustible microbiennes en montrant I'intérét de
I'ajout de médiateurs (tel que la flavine, la thionine, la résorufine, le méthyl viologéne, les
acides humiques, le rouge neutre) pour le transfert des électrons au systeme par les
microorganismes. Toutefois, le courant et donc les puissances générés par les piles a
combustible microbiennes (PACMs) restaient insuffisants et le colt des médiateurs trop

conséquent pour un développement commercial a grande échelle.

Ce n'est que récemment qu’un réel intérét est né pour les piles a combustible
microbiennes et les systemes bioélectrochimiques en général avec la découverte d’un
transfert direct d’électrons d’une bactérie électroactive a I'électrode (Bond and Lovley,
2003; Chaudhuri and Lovley, 2003). Grace a ce mode de transfert, les systemes
bioélectrochimiques moins co(teux, moins polluants et plus durables pouvaient désormais
étre développés. Le transfert direct, sans ajout de médiateurs, a également permis

d’améliorer la conversion de matiére organique en électrons (rendement faradique). La
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densité de courant, c’est-a-dire le courant transféré a I’électrode par unité de surface de
I’électrode, sert a évaluer I'électroactivité du biofilm. Les densités de courant générées par
les biofilms au début de I'étude du transfert direct étaient de 'ordre de ’Ampére par métre
carré au début des années 2000. Puis elles ont connu une croissance exponentielle dans les
années suivantes pour atteindre un maximum de 30.8 A/m? en 2011 (He et al., 2011) (Figure
[-11) et jusqu’a 390 A/m? en 2012 (Chen et al., 2012) en utilisant une structure d’électrode

bien particuliére en couches superposées et ondulées.
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Figure I-11 : Croissance exponentielle des densités de courant produites par des biofilms anodiques dans la

littérature depuis 2000.

1.4.2.2.2. Des bactéries qui générent de I’électricité

Initialement, les espéces vivantes anaérobies ont évolué en développant diverses
méthodes pour réduire des composés supportant leur métabolisme sans utiliser I'oxygéne
comme accepteur d’électrons. La compréhension des interactions microbe-électrode peut
étre éclairée par la capacité des microorganismes a évoluer en développant cette propriété
de réduction. Les bactéries présentes dans les biofilms électroactifs présentent une faculté a
transférer leurs électrons a un accepteur externe insoluble autre que leur accepteur
d’électron dans leur environnement naturel. Ces bactéries sont appelées « bactéries
électroactives » ou « exoelectrogens » en anglais : « exo » pour le caractere extracellulaire

du transfert et « electrogens » pour la capacité des bactéries a transférer leur électron a un
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composé chimique ou un matériau qui n’est pas I'accepteur d’électron naturel. Les bactéries
électroactives se distinguent des bactéries anaérobies en général par leur capacité a
transférer directement leurs électrons en dehors de la cellule, permettant leur emploi dans

les systemes bioélectrochimiques.

L’analyse des communautés des piles a combustible microbiennes montre qu’il existe une
grande diversité d’espéces, comprenant des organismes a Gram positifs comme a Gram
négatifs (Rabaey & Rozendal 2010). Les micro-organismes électroactifs isolés a partir de
cultures mixtes dans des PACMs appartiennent a divers groupes microbiens tels que dans
quatre des cinq groupes de protéobactéries (a, B, y, 8) (Chaudhuri and Lovley, 2003; Holmes,
Bond, O’Neil, et al., 2004; Zuo et al., 2008), au sein des firmicutes (Park et al., 2001),
acidobactéries (Bond et al., 2002) et actinobactéries (Bond and Lovley, 2005)(Freguia et al.,
2009). De nombreuses recherches se sont en particulier intéressées a deux genres de

bactéries: Shewanella et Geobacter.

Les espéces du genre Shewanella sont des bactéries a Gram négatif, anaérobies
facultatives, que I'on retrouve largement dans les milieux aquatiques et les sédiments. Les
espéces de Shewanella sont capables d’oxyder une large gamme de sources de carbone

telles que le lactate et le glucose (Fredrickson et al., 2008).

Shewanella est I'espéce électroactive qui, a ce jour, présente la plus grande diversité en
terme de stratégies de respiration sur électrode par transfert direct via des cytochromes-c
de la membrane externe ou via des pili-conducteur, mais aussi par transfert indirect via des
médiateurs endogénes qu’elle sécrete (tel que la flavine). Ne formant pas de biofilms épais
et produisant des densités de courant plus faibles que les autres modeles de bactéries
électroactives, Shewanella est un modele pour I'étude des mécanismes de transfert
d’électrons. Les faibles densité de courant obtenues avec cette espéce en comparaison aux
autres especes étudiées rendent peu probable une application industrielle avec Shewanella

(Lovley, 2011).

Les espéces du genre Geobacter sont des bactéries a Gram négatif, anaérobies strictes,
gue I'on retrouve également dans les milieux aquatiques et les sédiments. Geobacter peut
non seulement utiliser I'acétate, mais aussi I’hydrogene, le lactate et le formate comme
sources d’électrons pour la production de courant. Les especes du genre Geobacter ou

proches apparentés sont généralement retrouvées dans les biofilms électroactifs de
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systemes bioélectrochimiques. Contrairement a Shewanella, Geobacter n’utilise qu’'un mode
de transfert d’électrons vers I'électrode : le transfert direct via des cytochromes de type c ou

des pili conducteurs.

L’étude des communautés microbiennes de biofilms électroactifs rapporte cependant une
grande diversité d’especes dans la littérature. De plus, I'explication des mécanismes de

transfert extracellulaires d’électrons est en recherche naissante.

1.4.2.2.3. Biofilms électroactifs en cultures mixtes

L’analyse microbiologique des biofilms électroactifs en cultures mixtes rapporte qu’il
existe une grande variété de micro-organismes jouant un réle dans le transfert d’électrons a
I'anode (Tableau I-2). Les &-protéobactéries prédominent dans les biofilms électroactifs
obtenus a partir de sédiments, et on retrouve plus généralement les o— p—y— et d-
protéobactéries dans les biofilms électroactifs, toutes technologies confondues (Logan and
Regan, 2006). A titre d’exemple, dans la premiére pile a combustible microbienne inoculée a
partir de ce type de sédiments en laboratoire, Bond et al. (2002) ont obtenu 71,3+9,6% de o-
protéobactéries dont 70% d’'une méme séquence (ARN 16S) de la famille des
Geobacteraceae. Le micro-organisme le plus proche phylogénétiquement de cette séquence
s’est révélé étre Desulfuromonas acetoxidans. Il n’y a donc pas un unique micro-organisme
émergeant dans I'ensemble des biofilms anodiques étudiés, bien qu’il soit possible d’y
retrouver des especes majoritaires (Harnisch et al., 2011). Ceci peut étre d(, d’une part au
fait que de nombreuses bactéries présentent des propriétés électroactives, et d’autre part
au large champ de conditions expérimentales, d’architectures de systémes, de type de
donneurs et accepteurs d’électrons utilisés. D’autre part, une partie de la communauté
microbienne peut présenter un métabolisme alternatif et concurrent comme la digestion
anaérobie, qui utilise un accepteur d’électron autre que I'anode. Néanmoins, il est reconnu
gue les bactéries électroactives anodiques sont majoritairement des bactéries ferri-
réductrices, comme les especes des genres Shewanella et Geobacter (Logan and Regan,

2006).

Ensuite, deux microorganismes psychrotolérants ont été isolés sur une anode
microbienne inoculée avec des sédiments marins et alimentée avec de |'acétate par Holmes,

et al. (2004). Ces bactéries de la famille des Geobacteraceae peuvent se multiplier entre 4 et
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30°C avec un optimum de température a 22°C. Elles ont été dénommées Geopsychrobacter

electrodiphilus A1 et Geopsychrobacter electrodiphilus A2 (Holmes et al., 2004).

Par ailleurs, dans les biofilms issus sédiments riches en sulfures (S*), les micro-organismes
de la famille Desulfobulbaceae prédominent (Holmes et al., 2004). Les sulfures présents dans
le milieu peuvent alors s’oxyder de maniére abiotique a la surface de I'électrode en soufre
élémentaire S°. Des études sur Desulfobulbus propionicus en culture pure ont montré que
ces bactéries oxydent le soufre élémentaire S° en sulfate en utilisant I'anode comme

accepteur d’électron (voir Figure 1-12) (Holmes, et al. 2004; Lovley, 2006a).

Complex
organic matter

Sulfate
reducer

Acetate

co,

Figure I-12: Mécanisme le plus probable selon lequel les sulfures réagissent avec I'électrode pour former le
soufre élémentaire S, et les micro-organismes oxydent le S, en sulfate en utilisant I'électrode comme accepteur

d'électron. (Lovley, 2006b)

De maniere générale, I'analyse des genes de ’ARNr16S des communautés microbiennes
qui colonisent la surface des anodes révele un enrichissement sur I'anode de micro-
organismes appartenant a la famille des Geobacteraceae (Tableau [-2). Plus
particulierement, ces bactéries prédominent dans les biofilms anodiques obtenus a partir de
sédiment marins ou d’eau douce (Holmes et al., 2004). Les Geobacteraceae constituent plus
de la moitié de la population totale du biofilm électroactif alors qu’elles représentent moins
de 5 % des micro-organismes de la communauté de l'inoculum. Dans cette famille des

Geobacteraceae, le genre Desulfuromonas, adapté a des salinité marines, prédomine dans
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les environnements marins alors que le genre Geobacter domine dans les biofilms de

sédiments d’eau douce (Lovley, 2006b).

1.4.2.2.4. Biofilms électroactifs en cultures pures

Les bactéries électroactives sont rarement étudiées a partir d’isolats issus de biofilms
électroactifs mais plus souvent a partir de I'espece issue de collection qui leur est
génétiquement la plus proche. En culture pure, les micro-organismes peuvent étre étudiés
en réacteur (MFC ou MEC) mais plus souvent par chronoampérométrie avec une anode a
potentiel imposé pour travailler en conditions controlées. Les bactéries étudiées en culture
pure sont ainsi inoculées dans ces réacteurs dans un milieu ne contenant pas d’accepteur
final d’électrons dissous afin de favoriser leur attachement sur I'électrode. De plus, I'acétate

est trés fréquemment utilisé comme substrat en culture pure (Tableau I-3).

Les performances obtenues en cultures pures sont, de maniere générale, moins bonnes
gue celles obtenues en cultures mixtes. Ceci suggere que I'efficacité du biofilm électroactif
n’est pas seulement due a la capacité des bactéries électroactives a transférer des électrons
a I'électrode, mais aussi aux interactions inter-espéces existantes au sein du biofilm.
Notamment, il peut exister des interactions syntrophiques ou certaines bactéries peuvent
produire des molécules qui constituent des transporteurs d’électrons pour assurer chez les

bactéries électroactives un transfert d’électrons indirect (Kiely, Regan, et al., 2011).
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Tableau I-2 : Synthése bibliographique des études en cultures mixtes de biofilms électroactifs.

Espeéce(s) majoritaire(s)

Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens, Thauera
aromatica

Pelobacter propionicus

Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens, Pelobacter
propionicus

Geobacter sulfurreducens, Pelobacter
propionicus

Azoarcus sp., Desulfuromonas sp.

Pelobacter propionicus, Desulfuromonas sp.

Bacillus sp.

Dechloromonas sp., Geobacter sp.
Paracoccus sp., Geobacter sp.
Geobacter sp.

Geobacter sulfurreducens, Pelobacter
propionicus

Geobacter sulfurreducens

Clostridium sp.

Geoalkalibacter sp.

Geoalkalibacter sp.

Référence

(Jung and Regan, 2007)
(Jung and Regan, 2007)
(Jung and Regan, 2007)
(Chae et al., 2009)

(Kiely et al., 2011)
(Chae et al., 2008)
(Kiely et al., 2011)

(Kiely et al., 2011)

(Kim et al., 2007)
(Kiely et al., 2011)
(Chae et al., 2009)
(Chae et al., 2009)
(Kiely et al., 2011)
(Ha et al., 2008)
(Kiely et al., 2011)

(Chae et al., 2009)
(Ishii et al., 2008)
(Miceli et al., 2012)
(Miceli et al., 2012)
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type de
systéme

MFC
MFC
MFC
MFC

MFC
MEC
MEC

MFC

MFC
MFC
MFC
MFC
MFC
MFC
MFC

MFC
MFC
demi cellule
demi cellule

Substrat

acétate
lactate

glucose
acétate

acétate
acétate
acétate

Ethanol

Ethanol
Lactate
Propionate
Butyrate
Formate
Formate
Succinate

Glucose
Cellulose
acétate
acétate

Densité de
courant
(A/m?)
0,349
0,364
0,292
0,025

2,91

0,024
0,023

0,039

8,92
4,23

pH

NN N

T(°C)

30
30
30
28

26-28°C

28
28
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Espeéce(s) majoritaire(s) Référence type de Substrat Densité pH T(°C)
systeme de
courant
(A/m?)
Geobacter sulfurreducens (Milliken and May, demi cellule 8
2007)
Rhodopseudomonas palustris (Xing et al., 2008) demi cellule 9,9
Acidiphilium sp. (Malki et al., 2006) demi cellule 3
Escherichia coli (zhang et al., 2006) demi cellule 1
Klebsiella pneumonae (Zhang et al., 2008) MEC 1,2
Clostridium butyricum (Park et al., 2001) MFC amidon 2,2 7 37
Desulfuromonas acetoxidans (Bond et al., 2002) MFC - 0,005 - -
sédiments
- (Min and Logan, 2004) MFC 1,3
- (Liu et al., 2005) MFC acétate 2,6 7 20
- (Aelterman et al., MFC effluents de pommes de 6 7 22
2006) terre
- (Zuo et al., 2006) MFC hydrolysats de canne de 1,5 7 -
mais

- (Catal et al., 2008) MFC acide gluconique 11,8 - 30
- (Catal et al., 2008) MFC xylose 7,8 - 30
- (Catal et al., 2008) MFC glucose 6,8 - 30
Geobacter sulfurreducens (Torres et al., 2009) MEC acétate 10,3 7,5 31
- (zhao et al., 2010) MFC lactate 24 6,8 30
- (Chen et al., 2011) MFC acétate 30 6,8 35
- (Chen et al., 2011) MFC acétate 20 6,8 25
- (He et al., 2011) MFC acétate 30,8 7 35
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Tableau I-3 : Synthése bibliographique des études en culture pure de bactéries identifiée dans des biofilms électroactifs.

Espéce Référence type de Substrat Densité de pH T(°C)
systéme courant
(A/m?)
Geopsychrobacter electrodiphilus A2 (Holmes et al., 2004a) demi cellule  fumarate 1,21 22
Geopsychrobacter electrodiphilus A1 (Holmes et al., 2004a) demicellule  fumarate 0,089 22
Geopsychrobacter electrodiphilus A1 (Holmes et al., 2004a) demi-cellule  acétate 0,037 22
Clostridium beijerinckii (Niessen et al., 2004) demi-cellule  glucose 13,00 36
Clostridium butyricum (Niessen et al., 2004) demi-cellule  amidon 13,00 36
Escherichia coli K12 (Schroder et al., 2003) demi-cellule  glucose 11,20 nc 37
Geobacter sulfurreducens PCA (Dumas et al., 2008a) demi-cellule  acétate 8,40 6,8 30
Geoalkalibacter ferrihydriticus (Badalamenti et al., 2013) demi-cellule  acétate 8,30 9,3 40
Geobacter sulfurreducens PCA (Dumas et al., 2008a) demi-cellule  acétate 8,00 6,8 30
Thermincola ferriacetica (Parameswaran et al., 2013)  demi-cellule 8,00 60
Geopsychrobacter electrodiphilus A2 (Holmes et al., 2004a) demi-cellule  malate 6,60
Geobacter sulfurreducens PCA (Marsili et al., 2008) demi-cellule  acétate 5,00 6,8 30
Geoalkalibacter subterraneus Red1 (Badalamenti et al., 2013) demi-cellule  acétate 3,30 7 40
Geoalkalibacter ferrihydriticus DSM 17813 (Badalamenti et al., 2013) demi-cellule  acétate 3,30 9.3 40
Geobacter sulfureducens (Reguera et al., 2006) demi-cellule  acétate 1,96
Geopsychrobacter electrodiphilus (Holmes et al., 2004a) demi-cellule  fumarate de 1,21
sodium
Klebsiella pneumoniae L17 (Zhang et al., 2008) MFC glucose 1,20 7 30
Geobacter sulfureducens (Bond and Lovley, 2003) demi-cellule  acétate 1,14
Rhodopseudomonas palustris DX-1 (Xing et al., 2008) MFC acétate 0,81 7 23
Haloferax volcani DS70 (Abrevaya et al., 2011) MFC glucose 0,50 7 37
Enterobacter cloacae ATCC 13047 (Rezaei et al., 2009) MFC glycérol 0,49
Desulfitobacterium hafniense DCB2 (Milliken and May, 2007) MFC fumarate de 0,46 nc nc
sodium
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Espéce Référence type de Substrat Densité de pH T(°C)
systeme courant
(A/m?)

Thermincola ferriacetica Z-0001 (Marshall and May, 2009) MFC acétate 0,40 7 60
Geobacter bremensis (Nercessian et al., 2012) demi-cellule 0,30
Geobacter metalireducens (Bond et al., 2002) demi-cellule benzoate 0,27
Pseudomonas aeruginosa MTCC 17702 (Raghavulu et al., 2011) MFC milieu de culture LB 0,26 6 37
Natrialba magadii ATCC 43099 (Abrevaya et al., 2011) MFC 0,22
Comamonas denitrificans DX-4 (Xing et al., 2010) MEFC 0,20
Desulfuromonas acetoxidans (Bond et al., 2002) demi-cellule acétate 0,17 nc nc
Saccharomyces cerevisiae (Raghavulu et al., 2011) MFC glucose 0,16 6 28
Escherichia coli (Raghavulu et al., 2011) MFC milieu de culture LB 0,15 6 37
Escherichia coli MTCC 10436 (Raghavulu et al., 2011) MEFC milieu de culture LB 0,15 7 37
Shewanella putrefaciens NCTC 10695 (Carmona-Martinez et al., 2012) demi-cellule lactate de sodium 0,12 7 nc
Shewanella oneidensis MR1 (Carmona-Martinez et al., 2011) demi-cellule lactate de sodium 0,08 7 nc
Klebsiella sp. ME17 (Xia et al., 2010) MFC 0,06
Geothrix fermentans ATCC 700665 (Bond and Lovley, 2005) demi-cellule propionate 0,05 nc nc
Geothrix fermentans (Bond and Lovley, 2005) demi-cellule lactate 0,04 nc nc
Geothrix fermentans (Bond and Lovley, 2005) demi-cellule succinate 0,02 nc nc
Geothrix fermentans (Bond and Lovley, 2005) demi-cellule malate 0,02 nc nc
Geothrix fermentans (Bond and Lovley, 2005) demi-cellule acétate 0,01 nc nc
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1.4.2.3. MECANISMES DE TRANSFERT D’ELECTRONS

Les bactéries électroactives catalysent le transfert d’électrons entre le donneur d’électron
et [|'électrode. Dans la littérature, ces biocatalyseurs sont également appelés
« anodophiles », « exoelectrogens », « electrogenic », « anode respiring bacteria » et
« electrochemically active bacteria ». Il est aujourd’hui reconnu que le potentiel appliqué a
I'anode n’est pas le seul parametre qui détermine I'efficacité du transfert d’électrons.

D’autres facteurs entrent en jeu dans ce processus tels que la nature du substrat ou le pH.

Ces organismes liberent les électrons du substrat organique en I'‘oxydant en
intermédiaires métaboliques puis en CO,. Les électrons libérés sont capturés par des co-
enzymes tels que le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP), la flavine adénine dinucléotide (FAD) et la ferrédoxine (Fd-
Fe 3+), qui sont respectivement réduits en NADH, NADPH, FADH2, Fd-Fe2+. Ces électrons
sont transmis de porteur en porteur jusqu’a lI'accepteur final d’électrons. En |’absence

d’oxygene, c’est a 'anode que les micro-organismes cédent leurs électrons.

Comme indiqué précédemment, les bactéries électroactives transférent leurs électrons
soit au travers d’une structure immobile (transfert direct) soit grace a des composés mobiles

(transfert indirect via des médiateurs) (Figure I-13).
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Transfert Transfert indirect :
direct Via des médiateurs
I
[ \ [ )
Substrat
€O, Substrat ubstra

Produits
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Med,, Prod, .4

(a) (c) (d)

Figure I-13 : Mécanismes de transfert d’électrons aux électrodes.

(a) transfert direct par les micro-organismes en contact avec la surface de I’électrode au travers de protéines
rédox, telles que les cytochromes de type c associés a la membrane externe de la cellule ou la matrice
extracellulaire. (b) Transfert direct d’électrons de la cellule a I’électrode via des pili conducteurs. (c) Transfert
indirect via la réduction d’oxydes solubles du milieu. Ces composés sont réduits au niveau de la membrane
externe des cellules, puis ré-oxydé en surface de I'électrode a laquelle les électrons issus de I'oxydation sont

transférés. (d) Cas du transfert via des médiateurs produit par la molécule. (d’aprés Lovley (2012))

1.4.2.3.1. Transfert indirect par l'intermédiaire de médiateurs

Les médiateurs correspondent a des sortes de navettes chimiques pour les électrons
entre la membrane cellulaire et I'anode. lls peuvent s’oxyder et se réduire successivement,
traverser la membrane cellulaire sous leur forme oxydée, accepter des électrons d’un ou de
plusieurs porteurs a l'intérieur de la cellule, puis sortir de cette derniére sous forme réduite
pour transférer des électrons a I’'anode en se ré-oxydant (Shukla et al., 2004). Le potentiel de

réduction du médiateur doit donc étre supérieur a celui du porteur intracellulaire.

Des médiateurs artificiels peuvent étre utilisés pour des micro-organismes qui sont
incapables de produire eux méme leur propre médiateur comme Escherichia coli et certaines
espéeces des genres Pseudomonas, Proteus ou encore Bacillus. Ces médiateurs peuvent étre
la thionine, la résorufine, le méthyl viologene, les acides humiques, le rouge neutre, le 2,6-

dichlorophénol indophénol, et la 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone (DR Lovley 2006).
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Dans certain cas, les micro-organismes produisent eux-mémes leurs propres médiateurs
pour le transfert cellulaire des électrons. C'est le cas d’Enterococcus gallinarum et de
Pseudomonas aeruginosa qui produisent respectivement de I'entérocine 012 et de la

pyocyanine (Rabaey et al. 2004).

Cependant, le recours a la production de médiateurs associée a leur renouvellement

représente un co(t énergétique non négligeable pour la cellule.

1.4.2.3.2. Transfert direct

Certains microorganismes doivent établir un contact direct avec les anodes pour réaliser
le transfert d’électron. Pour pouvoir réaliser le transfert direct des électrons, les bactéries
doivent étre capables de passer d’un accepteur ou d’'un donneur d’électron soluble
(oxygeéne, fumarate ...) a un accepteur ou donneur insoluble (DR Bond et al. 2002). Il a été
largement démontré que, pour les espéces de Geobacter, le transfert d’électrons aux oxydes
de fer Fe(lll) requiert la présence de plusieurs cytochromes-c et protéines de la membrane
externe. Bond and Lovley (2003) ont rapporté des productions d’électricité par Geobacter
sulfurreducens attachés a une électrode, avec un taux de conversion supérieurs a d’autres
espéces malgré une densité de cellules plus élevée et/ou la mise en jeu de médiateurs avec

ces derniers (Bond and Lovley, 2003).

L'expression de ce mode de transfert d’électrons attribuerait un caractere électroactif aux
organismes suivants : Geobacter sulfurreducens (Bond and Lovley, 2003), Geobacter
metallireducens, Rhodoferax ferrireducens (Chaudhuri and Lovley, 2003), Desulfuromonas
acetoxidans (Bond et al., 2002), Desulfobulbus propionicus (Holmes, Bond, and Lovley, 2004),
Enterococcus gallinarum (Kim, Hyun, et al., 2005), Thermincola ferriacetica (Parameswaran
et al.,, 2013). Cependant, le transfert direct d’électrons de la bactérie a I'électrode est
controversé pour certaines bactéries ou il semble que le courant obtenu soit une
combinaison entre un transfert direct entre la bactérie et I’électrode et un transfert indirect
via des médiateurs sécrétés par la bactérie, notamment chez Aeromonas hydrophila (Pham
et al., 2003), Clostridium butyricum (Park et al., 2001), Shewanella putrefaciens (Kim, Kim, et
al., 1999).

Ce mode de transfert direct au travers de la membrane cytoplasmique induit un contact

direct entre la cellule et I'électrode. Cela suppose que seuls les microorganismes de la
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premiere couche du biofilm en contact avec |'électrode sont réellement électroactifs.
Cependant, il a récemment été montré que le transfert direct des électrons puisse
également se faire par le biais de pili (Reguera et al., 2005; Lovley, 2006b). Ces derniers
permettent d’assurer un contact direct sur des épaisseurs plus importantes de biofilm et
d’atténuer les limites électrochimiques liées aux propriétés isolantes de la couche lipidique
des membranes cellulaires (Lovley, 2006b). Il a été démontré que Geobacter sulfurreducens
et Shewanella oneidensis étaient capables de réduire des oxydes de fer en utilisant des pili
conducteurs connectés au cytochromes qui permettent le transfert d’électrons vers
I'extérieur de la cellule bactérienne (Gorby et al., 2006; Logan and Regan, 2006). Il a été
démontré qu’aprées la formation des pili, le flux d’électrons de Geobacter sulfurreducens en

culture pure était multiplié par 10 (Reguera et al., 2005).

La possibilité du transfert inter-espéce a également été mise en évidence. Une étude en
co-culture de Ishii et al. (2005) a notamment montré la production d’appendices épais et
conducteurs semblables a des flagelles entre Pelotomaculum thermopropionicum et
Methanothermobacter thermautotrophicus. L’analyse morphologique de ces filaments
produits par Pelotomaculum thermopropionicum montre une homologie avec les pili formés
par Shewanella oneidensis MR-1. Une observation des filaments de Shewanella oneidensis
MR-1 au microscope a effet tunnel (Scanning Tunneling Microscopy ou STM en anglais) a
permis de montrer que ces appendices sont conducteurs et peuvent étre considérés comme

des pili conducteurs (Gorby et al., 2006) (Figure 1-14).
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Figure I-14 : Images SEM et STM des pili conducteurs produits par des microorganismes électroactifs.

(A) Image SEM (Scanning electron microscope ou microscope a balayage électronique) de Schewanella

oneidensis MR-1. (B) Images SEM d’une co-culture de Pelotomaculum thermipropionicum et

Methanothermobacter thermoautotrophicus montrant la présence de pili conducteurs inter-especes. (C)

Images STM (scanning tunneling microscope ou microscope a effet tunnel) de pili conducteurs isolés de

Shewanella oneidensis sur une surface de graphite. (D) Grossissement de (C). (E) Structure de la coupe du pili

selon I'axe des abscisses. (d'aprés Gorby et al. (2006))
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1.4.2.3.1. Respiration sur électrode

Le mode de transfert le plus courant dans la production de courant par les bactéries
électroactives reste le transfert direct d’électrons par les cytochromes de type c (CTCs). Les
CTCs sont des protéines qui contiennent des hémes, trés répandues chez les bactéries et les

archées.

Shewanella oneidensis MR-1 posséde 42 CTCs dont 80% localisés sur sa membrane
externe (Lower et al., 2005). CymA est un CTC ancré dans la membrane interne et exposé au
périplasme (Figure I-15 IlI) qui participe a beaucoup de processus de respiration anaérobie.
Le complexe MtrABC, quant a lui, joue un role clef dans le transfert d’électrons de
I’électrode a la cellule. Les trois protéines qui composent ce systéme sont associées et
dépendent fonctionnellement 'une de I'autre. MtrC et OmcA sont deux protéines lipidigques
qui sont considérées comme les dernieres réductases extracellulaires chez Shewanella MR-1.
Bien qu’OmcA soit capable de transférer des électrons a de nombreux accepteurs solides in

vitro, MtrC serait plus impliquée dans les transferts extracellulaires d’électrons de

Shewanella.
B! IV
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Figure I-15 : Modeéles de transferts extracellulaires d'électrons par Geobacter et Shewanella

(Yang et al., 2012). () Le transfert d'électrons par les cytochromes C de la membrane externe chez
Geobacter, (ll) Transfert d'électrons par des pili conducteurs, (Ill) Transfert d'électrons par Shewanella par le
biais de flavines et cytochromes de types C, (IV) Couplage de la respiration sur anode et de la production

d’energie.
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Une comparaison génomique de six espéces de Geobacter a montré une moyenne de 79
cytochromes de type C pour chaque génome dont 14 % étaient communs a tous ces
génomes étudiés (Butler et al., 2010). Il a été proposé que la protéine membranaire MacA
transmette des électrons depuis la membrane interne de la cellule au transporteur PpcA du
périplasme, qui les transmet a son tour au cytochrome de type ¢ de la membrane externe,

en contact direct avec I'anode (Lovley, 2008) (Figure I-15 1).

La conservation de |'énergie de la cellule résulte du pompage des protons associé au

transport des électrons dans la membrane interne (Figure 1-15 IV).

1.4.2.4. CARACTERISATION THERMODYNAMIQUE ET ELECTROCHIMIQUE DES MEC

1.4.2.4.1. Détermination thermodynamigue de la tension a appliquer

Pour qu’une réaction chimique ait lieu, il faut qu’elle soit thermodynamiquement
favorable. Ceci est déterminé avec I'enthalpie libre (ou énergie de Gibbs) de la réaction
(AG;) qui représente la variation des forces, hors pression, s’exercant sur le systéeme.
L'énergie de Gibbs de la réaction doit étre négative pour que la réaction se fasse

spontanément. Lenthalpie libre de la réaction se calcule comme suit :
AG, = AG? + RT In(IT)

Avec: e AG; (J), I'enthalpie libre de la réaction, dans le sens de la réduction
e AGS (J), I'enthalpie libre de la réaction dans les conditions standards
(T=298.15 K, P=1 bar, [espéces]=1M)
e R (8.314 J.mol-1.K-1), la constante des gaz parfaits
e T (K), latempérature
e 1, le rapport entre les activités des produits (oxydants) et des réactifs
(réducteurs).
Par exemple, pour la réaction d’oxydation de |'acétate en bicarbonate, dans les conditions

standards (T=25°C, P=1 bar, pH=7), 'enthalpie libre de la réaction est :

i AG?=+104.6 kj/mol i N
CH3COO + 4H20 < > 2 HC03 +H +4H,

Cette équation résulte des demi-équations d’oxydation et de réduction respectivement a

I’anode et a la cathode suivantes :
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Réaction a I'anode : CH3;COO +4 H,0 > 2 HCO; +9H +8¢
Réaction a la cathode : 2H +2e > H,

L'enthalpie standard de la réaction étant positive, une source d’énergie extérieure doit
étre apportée au systeme. Dans une cellule d’électrolyse microbienne, la réaction peut se
faire grace a I'apport d’énergie électrique. Pour que I'électrolyse microbienne se produise, il
faut apporter une différence de potentiel supérieure a AG,°/nF ol n est le nombre
d’électrons transférés dans la réaction (n=8 ici) et F=96485 C/mole (électrons) est la
constante de Faraday. Cette valeur correspond a la tension d’équilibre (c'est-a-dire la
différence de potentiels a I’équilibre), qui peut étre calculée comme suit :

5 - AGY  104.6x10° _ 014V
4"  nF  8x96485

1.4.2.4.2. Détermination électrochimique de la tension a appliquer

La valeur du potentiel a I'équilibre de I'’équation globale d’oxydation de l'acétate en
bicarbonate se déduit des potentiels a I'équilibre des demi-équations d’oxydation et de
réduction, respectivement a l'anode et a la cathode: E.;, = E; — E, . Le potentiel a
I’équilibre peut alors étre calculé en utilisant les tables de potentiels standards des demi-
équations d’oxydation et de réduction et en appliquant I’équation de Nernst qui définit pour
un couple oxydant-réducteur de demi-équation: x Ox + ne- = y Red, le potentiel a

I’équilibre :

E —Eo—ﬂln<a5x>
- y
ZF aRed

Avec: o E(V), potentiel a I'équilibre du couple redox
e E% (V), potentiel standard du couple redox mis en jeu dans les conditions
standards (T=298.15 K, P=1 bar, [especes]=1M)
e R (8.314 J.mol-1.K-1), la constante des gaz parfaits
e T (K), latempérature
e F=96485 (C/mole (électrons)), la constante de Faraday

® aox et dreq, les activités chimiques des oxydants et réducteurs de la demi-

équation d’oxydo-réduction
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Le potentiel a I'anode et celui a la cathode se déduisent des équations de demi-
réaction ci-dessous (Tableau I-4) qui présente les formules de calcul du potentiel de chaque
électrode d’aprées I'équation de Nernst :

Tableau I-4 : Calcul des potentiels aux électrodes de chaque demi-équation d’oxydation de I'acétate et de la

réduction de proton en hydrogéne respectivement a I'‘anode et a la cathode d’une cellule d’électrolyse

microbienne.
Généirateur
i 4H,
2¢Co, .
8 H* '
i 8 H*
CH,COOH ,
2 H,0 :
Anode Cathode
CH;COO +4H,0 > 2HCO; +9H +8¢ 2H +2e > H,
RT [CH3;C007] 0 RT P,
E,=E——] E,=E ——ln( )
A= 5ATgF “<[Hc05]2[11+]9) €T 2F \[HH?
Ea=-0,279 V* Ec=0,414 V*

*: potentiel aux électrodes dans les conditions standards.

D’ou le potentiel a I’équilibre dans les conditions standards :

Eoq = Ec — E; = (0414 V) — (—0279V) = —0.14V
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Dans le cas de |'électrolyse de I'eau par voie purement chimique pour la production
d’hydrogéne, c’est 'oxydation de I'eau qui est réalisée a I'anode (2H,0 > 0, + 4H" + 4e)

avec un potentiel standard de EA=0.82V. |l faut donc fournir a minima :
E,q =Ec —E, = (—0414V) - (0.82V) = —1.22V

L’énergie requise en électrolyse microbienne serait donc 8.7 (1.22/0.14) fois plus faible

gu’en électrolyse de I'’eau pour produire la méme quantité d’hydrogéne.

Les potentiels a chaque électrode, d’aprés leurs équations de Nernst, dépendent de

I'activité des protons en solution. lls dépendent donc du pH de la solution.

Le potentiel de la cathode E¢ et donc le potentiel d’équilibre dépendent également de la
pression partielle de H, (BE Logan et al. 2008). Dans les conditions standards, une
augmentation de la pression partielle de 1 a 10 bars induit une modification du potentiel
d’équilibre a compenser de -0,14 V a -0,17 V. Il en est de méme pour une pression partielle
en H, de 100 bar: Eeq = -0,20 V. Il apparait donc nécessaire, afin de ne pas limiter la
production d’hydrogéne et de permettre un meilleur rendement énergétique, de soutirer
I’hydrogéne a mesure qu’il est produit. De la méme facon, il est possible d’augmenter le
rendement de production en diminuant la pression partielle de H, (dégazage) (Logan et al.,

2008).

1.4.2.4.3. Calcul du rendement faradique du biofilm.

La performance du réacteur est exprimée en termes de conversion en hydrogene, de
densité volumique d’hydrogéne et de taux de production d’hydrogéne. Le nombre total
théorique de moles produites, basé sur I'abattement de DCO est le suivant (Logan et al.,

2008):
be_/S- AS UL
substrats substrats S

Avec: e b,-,s=4 mol/mol la production maximale d’électrons qu’il est possible de

produire a partir du substrat (par oxydation totale du substrat),
e V| levolume du liquide dans le réacteur,

e ASen g DCO/L le changement de concentration du substrat pendant un
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cycle batch,
° |\/|S =82 g/mol la masse moléculaire du substrat.
Pour convertir la DCO (gDCO/L) en moles d’acétate, un facteur de conversion de 1,067

gDCO/g acétate est utilisé.

Le calcul du nombre de moles d’hydrogéne pouvant peuvent étre converties est basé sur

le courant mesuré (Logan et al., 2008):

f_ Idt

Ncg = ToF

Avec :

I=V/Rex intensité de courant calculée a partir de la tension passant au
travers d’une résistance

e 2, utilisé pour convertir les moles d’électrons en moles d’hydrogene

e F=96485C/mol e, la constante de Faraday

e dt, lI'intervalle de temps sur lequel n¢e est calculé

e un cycle batch,

|\/|S =82 g/mol la masse moléculaire du substrat.
Le rendement faradique est défini comme suit (Logan et al., 2008):

Ncg

Tce = = Cg
Nip

Avec : C¢ le rendement faradique en % et nce : la quantité d’hydrogene potentiellement

issue des électrons récupérés au niveau de la cathode.

1.4.2.5. CONDITIONS OPERATOIRES

1.4.2.5.1. Nature du substrat

En pratique, I'utilisation des systémes bioélectrochimiques pour le traitement d’effluents
contenant divers composés organiques nécessite un consortium microbien qui présente une
grande versatilité pour convertir les substrats organiques en énergie électrique. Cependant,
la structure de la communauté bactérienne est fortement déterminée par les substrats
consommés (AGVs), plus que par l'inoculum initial (Freguia et al., 2010). De plus, la plupart

des espéces prédominantes de ces communautés ont une activité métabolique limitée,
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n’utilisant que certains produits de fermentation (Caccavo et al., 1994; Kiely, Regan, et al.,

2011).

Les systémes bioélectrochimiques alimentés avec de 'acétate présentent des profils de
communautés microbiennes dominés par des Geobacteraceae (Jung and Regan, 2007; Chae
et al., 2009; Xing et al., 2009; Kiely, Rader, et al.,, 2011). En comparant les rendements
faradiques de piles a combustible alimentées avec de I'acétate ou du butyrate, Liu et al.
(2005) ont montré que les biofilms produisent 50% de moins d’électricité quand ils oxydent
du butyrate plutét que de I'acétate en utilisant des eaux usées pour inoculum. Cette famille
de bactéries (Geobacteraceae) ne serait pas impliquée dans la conversion du butyrate en
électrons. Dans ce cas, des especes de Pseudomonas et de Bacillus (a Gram positif) sont
abondantes dans ces réacteurs et oxyderaient préférentiellement ce substrat (Freguia et al.,

2010).

L'analyse des génes 16S dans des biofilms anodiques de piles a combustible microbiennes
alimentées avec du propionate a permis de mettre en évidence la prédominance de
Proteobacteria et de Geobacteraceae en moins grande proportion que dans les biofilms
alimentés avec de I'acétate (Jung and Regan, 2007; Jang et al., 2010). La faible présence de
Geobacteraceae, et de maniére plus générale des d-protéobactéries, est probablement due

au fait gqu’il n’existe pas de phénomeéne syntrophique avec ce substrat (Jang et al., 2010).

En analysant les communautés microbiennes des biofilms électroactifs issus de
I’oxydation de I’éthanol, Parameswaran et al. (2010) ont mis en évidence la présence d’'une
syntrophie impliquant 3 voies métaboliques mettant en jeu des bactéries fermentaires telles
que Pelobacter propionicus, des méthanogénes et des bactéries électroactives. Ces
interactions mélent 2 voies métaboliques dans lesquelles 'acétate peut étre consommé par
les bactéries du biofilm anodique directement aprés fermentation de I'éthanol ou aprés
conversion en acétate de I’hydrogene co-produit de cette méme fermentation par des

homo-acétogénes (Figure 1-16).
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Figure I-16 : Schéma des interactions syntrophiques se développant dans un biofilm anodique utilisant de

I’éthanol ou de I'acide formique.

Le substrat initial est converti en substrat oxydable par les bactéries homo-acétogéenes et fermentaires.

(Kiely, Regan, et al., 2011)

Les données de la littérature suggérent 3 différents modes de transfert d’électrons dans
un compartiment anodique a partir de formate (Figure |-16). D’abord, Shewanella
putrefaciens PS-2 est capable de transférer directement des électrons issus de I'oxydation du
formate (Kiely et al.,, 2010). Ha et al. (2008) ont montré la présence sur |'électrode de
bactéries homo-acétogénes (Acetobacterium sp.) et de bactéries connues comme étant
électroactives telles que Geobacter sp.. Leurs résultats suggerent que le formate a pu étre
consommé par les bactéries homo-acétogenes pour produire de I'acétate, utilisé ensuite par

des bactéries électrochimiquement actives. Enfin, le troisieme mode de transfert implique
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I’oxydation du formate en hydrogene par Paracoccus denitrificans, qui oxyde le formate en
dioxyde de carbone et en hydrogéne, I'hydrogéne étant ensuite utilisé par les

Geobacteraceae du biofilm pour générer du courant (Bond and Lovley, 2003) (Figure 1-16).

Les études des piles a combustibles microbiennes alimentées avec du glucose montrent
gu’il existe des étapes clefs requises pour la production d’électrons a partir de ce substrat
(Freguia et al., 2008; Selembo et al., 2009). L’analyse des acides organiques présents dans la
pile a combustible microbienne en batch a permis d’identifier des substrats intermédiaires
connus pour produire des électrons par le biais de biofilms électroactifs. De plus, I'analyse
des geénes 16S de la communauté microbienne (Freguia et al., 2008) soutient I’hypothese
gu’une étape préalable de fermentation est réalisée avant la conversion de ces acides

organiques en électricité (Figure 1-17).

De la méme facon, les analyses DGGE et des librairies de clones du gene ARNr16S des
communautés microbiennes de I'anode oxydant la cellulose ont montré une prédominance
de microorganismes proches des Clostridia et d’autres bactéries fermentaires (Ishii et al.,
2008; Wang et al., 2009; Cheng et al., 2011). Kiely et al. (2011) proposent un schéma des
interactions syntrophiques entre bactéries fermentaires et électroactives dans la génération

de courant a partir de cellulose reporté en Figure I-17.

Dans une pile a combustible microbienne avec un mélange d’AGV, les communautés sont

principalement constituées par des protéobactéries comme Geobacter, Comamonas,
Pseudomonas et Pelobacter (Freguia et al., 2010). Plus particulierement, les communautés
développées sur 'anode d’'une MFC alimentée avec des composés issus de la fermentation
sont &-protéobactéries (en majorité), Rhodobacteraceae, Geobacteraceae, Peptococcaceae,

Pelobacter propionicus (1°" @ consommer de I'acide acétique) (Kiely, Rader, et al., 2011).
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Figure I-17 : Schéma des interactions syntrophiques qui permettent I’hydrolyse de la cellulose et I'oxydation
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du glucose dans le compartiment anodique d’un systeme bioélectrochimique. (Kiely, Regan, et al., 2011)

1.4.2.5.1. pH du compartiment anodique

La plupart des systémes bioélectrochimiques sont étudiés dans des intervalles de pH trés
petits et proches de la neutralité (Liu, Cheng, et al., 2005b; Biffinger et al., 2008; Liu et al.,
2008; Puig et al., 2010). Patil et al. (2011) et Yuan et al. (2011) ont récemment étudié

I'influence du pH sur I'efficacité du biofilm pour une gamme de valeurs de pH plus élargie.

Le pH du compartiment anodique joue un réle important dans la sélection du consortium
microbien électroactif. En inoculant un réacteur avec des eaux usées et avec de 'acétate
pour substrat, Patil et al. (2011) ont étudié I'influence du pH sur la sélection microbienne au

sein du biofilm pour des valeurs de pH de 6, 7 et 9. Les résultats ont montré une meilleure
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densité de courant a pH 7, pH de I'inoculum de départ avec une prédominance de Geobacter
sulfurreducens et une diversité microbienne moins importante que pour les deux autres pH

testés.

Yuan et al. (2011) ont quant a eux montré qu’un pH alcalin (pH 9) favorisait la croissance
du biofilm et le transfert d’électrons en terme de densité de courant par rapport a deux
autres valeurs de pH testées (pH 5 et pH 7) en utilisant des boues activées et dans une pile a

combustible microbienne alimentée avec de I'acétate en tant que substrat.

Les données concernant linfluence du pH sur l'efficacité du biofilm et sur les
changements de structure microbienne qui en découlent restent pauvres mais la disparité
des conclusions obtenues par ces deux études laisse a penser que la sélection microbienne,
et donc l'efficacité du biofilm électroactif, dépendent toutes les deux de l'inoculum de

départ, en termes de composition microbienne et de pH initial.

1.4.2.5.2. Influence du potentiel a I'anode

Torres et al. (2009) ont étudié l'influence du potentiel a I'anode sur la communauté
microbienne du biofilm en électrolyse microbienne. Quatre électrodes étaient placées dans
un méme compartiment anodique et polarisées a différents potentiels (Eanode = -0,15, -0,09,
+0,02 et +0,37 vs ESH). Pour les deux plus faibles potentiels anodiques (-0,15V et -0,09V vs
ESH), la production de courant a été plus élevée, la croissance du biofilm a été plus rapide et
une forte sélection des souches de microorganismes électroactifs a été observée (92 ou 99 %
de la totalité des clones sont a 97% similaires a Geobacter sulfurreducens sur le gene
16SARNT). Pour les deux potentiels positifs, une communauté microbienne plus diverse et
appauvrie en bactéries électroactives a été caractérisée. Ces résultats montrent le réle
prépondérant du potentiel de polarisation de I'anode et de Geobacter sulfurreducens pour

I'obtention d’'importantes densités de courant.

White et al. (2009) ont étudié les changements dans la diversité et la quantité des
bactéries récupérées a l'anode de PACMs en fonction du potentiel a I'anode, de la
production d’énergie et du milieu de culture. lls ont ainsi montré que la dynamique des
populations bactériennes (croissance, succession des populations...) est due au potentiel de

I'anode, ce qui peut directement étre relié a leur capacité a utiliser 'anode comme
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accepteur final d’électron. Cependant, d’apres White et al., le milieu géochimique, quant a

lui, contréle avant tout la diversité et la structure des communautés (White et al., 2009).

1.4.2.5.3. Exposition a la lumiére

L’exposition a la lumiére change les populations bactériennes a I'anode des MFC (Xing et
al., 2009). Dans des travaux de Xing et al. (2009), I'identification des bactéries électroactives
dans une pile a combustible microbienne exposée a la lumieére a montré la présence de
Geobacter sulfurreducens et de Rhodopseudomonas palustris, une bactérie
photosynthétique (Xing et al., 2009). Des tests en culture pure ont montré que
Rhodopseudomonas palustris augmentait la production de courant en présence de lumiére
et avec une alimentation du bioréacteur par des composés organiques (Figure I-18 (1)) (Xing
et al., 2009). Cependant, il est peu probable que le transfert d’électrons se fasse directement

de I'organisme photosynthétique a I'électrode (Chiao et al., 2006).

Ces dernieres années, on assiste a un nouvel intérét pour les systemes
photosynthétiques, notamment dans les piles a combustible microbiennes. Les recherches
récentes se focalisent en particulier sur la synergie entre organismes photosynthétiques et
bactéries électroactives hétérotrophes développées sur des anodes. Notamment, les
bactéries du biofilm anodique utilisent la matiére organique issue de la photosynthése ou la
biomasse photosynthétique comme donneur d’électron a oxyder (Rosenbaum et al., 2010). Il
a ainsi été montré qu’une pile a combustible microbienne contenant un biofilm électroactif
hétérotrophe pouvait produire du courant en fonction de la luminosité (He et al., 2009).
Contrairement a une pile a combustible microbienne photosynthétique classique, la
génération d’électricité présente une tendance inverse avec une augmentation de la densité
de courant produite pendant les périodes d’obscurité et une diminution a la lumiére (Figure
[-18 (2)). Une luminosité permanente inhibe la production de courant, probablement du fait

de I'accumulation d’oxygéene issu de la photosynthése (He et al., 2009).
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Figure I-18 : Effet de I’alternance d’exposition a la lumiere sur le transfert d’électron :

(1) :Densité de puissance générée par une pile a combustible microbienne en culture pure avec
Rhodopseudomonas palustris DX-1avec alternance de lumiére (4000 Ix — losange rouge) et obscurité (losanges
bleus) en batch alimenté avec 4 g,ceare/L @ 30°C (d’apreés (Xing et al., 2009)). (2) : Densité de courant produite en
pile & combustible microbienne, en cultures mixtes, aprés 1 mois (A) et 5 mois (B). Les symboles Det%t

représentent respectivement les conditions d’obscurité et de lumiére (d’aprés (He et al., 2009)).

[.4.2.6. INFLUENCE DES METHANOGENES

La culture de bactéries anaérobies strictes est plus facile dans une MEC en anoxie par
rapport aux MFC ou la présence d’oxygene dans le compartiment cathodique rend le milieu
moins sélectif. Cependant, un manque d’exposition a I'oxygene pourrait favoriser le milieu a
la méthanogenése, ce qui diminuerait alors le rendement en hydrogéne (Rozendal et al.,
2006). Par exemple, Freguia et al. (2008) ont montré un effet synthrophique dans les piles a
combustible microbienne. Le glucose y est consommé par les bactéries fermentaires pour
produire principalement de I'acétate et de I’hydrogeéne. L'acétate est ensuite consommé par
les bactéries électroactives et I'hydrogéne issu de la fermentation peut étre oxydé a I'anode
ou consommé par les homoacétogenes. Dans ce dernier cas, le méthane produit se diffuse

au travers du biofilm vers la phase liquide (Freguia et al., 2008).
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La méthanogenése est un probleme qui affecte les rendements de conversion en
hydrogéne dans le cas des MECs (Liu et al., 2005; Call and Logan, 2008). Une forte pression
partielle en hydrogéne favorise la croissance de méthanogeénes, ce qui réduit le rendement
d’hydrogéne et contamine le gaz produit avec du méthane. (Rozendal et al., 2008) ont
montré qu’un milieu tampon contenant du bicarbonate au niveau de la cathode favorise la
croissance de méthanogénes hydrogénotrophes qui utilisent ce tampon comme source de
carbone. En supprimant cet élément du milieu, il est donc possible de réduire la conversion

de I'hydrogéne en méthane par des voies métaboliques limitantes.
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I.5. COUPLAGE DE LA PRODUCTION DE BIOHYDROGENE PAR ELECTROLYSE
MICROBIENNE ET PAR VOIE FERMENTAIRE

Les procédés de production de biohydrogene par voie fermentaire en cultures mixtes
convertissent des carbohydrates (saccharose, glucose) avec des rendements limités de 2-3
moles d’hydrogéne par mole d’hexose et coproduisent des acides gras volatils (acide
acétique ou butyrique). Or, alimenté par de I'acétate, une cellule d’électrolyse microbienne
(MEC) produit 3 moles d’hydrogéne /mole d’acétate. Le couplage de la fermentation