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grille en inox, 3 : un séparateur poreux, 4 : une électrode de référence Ag/AgCl, 5 : digestat filtré,
6 : le capteur a hydrogene et 7 : la membrane tubulaire en silicone carbone fine 0,6 d’une longueur
de 2m. (B) réponse en courant du capteur d’hydrogene lorsqu’aucun courant n’est imposé et

lorsque les courants de 10 et 25 MA SONT IMPOSES.....c.viuiuiiviiiie ettt 116

Figure 4-8 : Schéma du procédé utilisé en ligne avec la micoGC. 1 : feutre de graphite ; 2 :
membrane tubulaire en silicone carbone fine ; 3 : polymére isolant les deux électrodes ; 4 : digestat
filtré ; 5: tube en inox isolé ; 6 : électrode de référence AgAgCl ; 7 : sortie de gaz de sécurité ; 8 :
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Figure 4-9 : Suivi de I'évolution du (A) potentiel de la membrane et de (B) la production de CH, et
de Hy en fonction des courants -25, -50, -100, -500, -1000, -2000, -3000, -4000, -5000, -25000 et

-100000 pA imposés au montage du procédé pour une production de H; a la membrane et une
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fois que chaque courant imposé est

Figure 4-10 : Suivi du potentiel de la membrane tubulaire en silicone carbone 1 et du feutre en
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Figure 5-1 : Evolution temporelle de la réponse électrochimique et analyses des gaz du procédé
en fonction des multiples traitements thermiques réalisés sur le digestat aprés a : deux
traitements thermiques a 80 °C pendant 45 min ; b : deux traitements thermiques a 80 °C pendant
45 min; ¢ : un traitement thermique a 80°C pendant 2h30 ; d : deux traitements thermiques a 121
°C pendant 20 min ; e : deux traitements thermiques a 121 °C pendant 20 min ; et f : 3 traitements
thermiques a 121 °C pendant 1h. (A) Suivi du potentiel et du courant du bioréacteur en court-
circuit, en présence de vide (courbe simplifiée) (B) Suivit de la production des gaz CHs et H, au

niveau de la membrane tubulaire et (C) au niveau du ciel du bioréacteur.........ceoeveenen. 163

Figure 5-2 : Détermination de Il'index de Pielou et observation de |'abondance des populations
retrouvées dans les échantillons provenant d'un milieu traité ou non traité thermiquement avec
MST : milieu sans traitement thermique, TO : prélevement avant culture, T180h : prélevement
apres 180h de culture, T600h : prélevement apres 600h de culture pour les bioréacteurs R1 et R2.

* et ** montre si la différence est significative entre les échantillons.........cccoovevieieieiee e, 167

Figure 5-3 : Carte de similarité des populations dans les échantillons issus d'un digestat traité (bleu)
ou non (rouge) traité thermiguement et les milieux avant culture (vert) pour le bioréacteur R1 et
R2 — test PCoA. L'ordonnée et l'abscisse montrent la distance de dissimilarité entre les
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Figure 5-4 : Distributions des principales classes de population microbiennes présentes dans les
échantillons A: issus d'un bioréacteur dont le milieu n'a subi aucun traitement avec TOR1, le milieu
initial ; MbR1, les biofilms de la membrane ; GFR1, les biofilms du feutre de graphite et MR1, le
milieu en fin de culture et B : issu du bioréacteur dont le milieu a été traité thermique a 200h apreés
avoir eu un pré-culture (bioréacteur discuté dans I'article) avec TOR2, le milieu initial ; MbR2, le
biofilm issu de la membrane avant traitement ; GFR2, le biofilm issus du feutre de graphite avant
traitement, MR2, le milieu avant traitement, MBTR2, le biofilm de la membrane en fin de culture,

apres traitement thermique du milieu, GFTR2, le biofilm du feutre de graphite en fin de culture,
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aprés traitement thermique du milieu et MTR2, le milieu en fin de culture, aprés traitement
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INTRODUCTION

La production et le stockage de I’énergie sont deux des plus grands enjeux du XXléme siécle. En
effet, les besoins en énergie augmentent au fil des décennies. A I'heure actuelle, le pétrole est la
principale source d’énergie dans le monde, représentant pour la France des millions de tonnes
importées chaque année, avec 41 millions en 2022 (INSEE 2023). Cependant, cette énergie n’est
pas une ressource renouvelable et sa combustion rejette une grande quantité de CO3, un des

principaux gaz a effet de serre.

La transition énergétique proposée par le ministére de la transition écologique met en lumiére la
nécessité de réduire nos émissions de gaz a effet de serre dans tous les secteurs liés a I'énergie
gue ce soit au niveau de son utilisation (par exemple pour les transports ou les habitations) comme

de sa production (Légifrance 2015).

Gazéification du

charbon
15%
Electrolyse de
saumure
50, Oxydation des
hydrocarbures
40%
Vaporeformage
de méthane
40%

Figure 1-1 : Répartition des principales méthodes de production d'H; en France, selon la matiéere

premiere utilisée (Rte, 2020).
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L’hydrogéne posséde des propriétés chimiques intéressantes pour plusieurs secteurs industriels
tels que le textile, les écrans plats, I'agroalimentaire ou les engrais. Il est également une bonne
alternative aux ressources fossiles comme le pétrole ou le charbon, car son utilisation ne produit
pas de CO; et la molécule est un bon vecteur énergétique pouvant étre utilisé, in fine, dans le
transport de poids lourds comme les camions ou les bateaux (Ministére de la transition écologique
2018). Cependant, méme si son utilisation est décarbonée, son mode de production ne I'est pas
encore. En effet, en France, I’hydrogéne est produit par I'oxydation des hydrocarbures (40%), le
vaporeformage de gaz naturel (40%), la gazéification du charbon (15%) et I’électrolyse de la
saumure (5%), démontrant ainsi que se sont des méthodes productrices de gaz a effet de serre
gui sont majoritairement utilisées (Ministére de la transition écologique 2018; Rte 2020) (figure

1-1).

L'utilisation de méthodes utilisant des ressources renouvelables est nécessaire afin de réduire
I'impact environnemental de la filiere hydrogéne. L'utilisation de méthodes biologiques
notamment par voie fermentaire en culture mixte ou par électrolyse microbienne est une solution.
La production par voie fermentaire utilise des cultures mixtes pour oxyder des ressources
carbonées, généralement d’origines végétales, en condition anaérobies pour produire
théoriqguement 4 molu2/molgucose. Cependant, ce taux théorique est rarement atteint, en raison de
populations microbiennes consommatrices d’hydrogene diminuant le taux de production
d’hydrogene mais également en raison de la méthode de production d’H, qui peut ne pas étre
optimale (augmentation de la pression partielle en hydrogene dans le milieu qui inhibe la
production) (Chen, Sung, et Chen 2009; Mohan et al. 2013). Afin de prendre en compte cette
limite, de nouveaux types de réacteurs utilisant des membranes, tels que ceux utilisant des fibres
creuses, ont commencé a étre étudiés afin de favoriser I'extraction de I’hydrogene en réduisant la
pression partielle du gaz dans le milieu et ainsi éviter 'inhibition de I’hydrogénase, enzyme
productrice d’hydrogéne. Ces membranes permettent de séparer le milieu et les gaz produits a
I'aide de I"utilisation d’un gaz vecteur ou du vide (D. Kim et al. 2006; Nualsri et al. 2017; Lee et al.
2012), Cependant, les milieux utilisés sont généralement des boues d’eaux usées, des déchets
alimentaires ou agricoles, contenant déja une population microbienne qui est utilisée comme

inoculum également. De ce fait, un traitement du milieu de culture permet également de limiter
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la population de consommateurs d’hydrogéne afin d’augmenter le taux de production en

favorisant les producteurs d’hydrogéne sporulants.

Il existe également des microorganismes dits électroactifs qui ont la capacité d’échanger des
électrons avec le milieu extérieur et qui peuvent étre aérobies ou anaérobies strictes (Logan et al.
2019). Ces microorganismes peuvent étre utilisés dans des biofilms, fixés sur des électrodes dans
un systeme électromicrobiologique (CEM). Ce dernier consiste a utiliser les microorganismes
électroactifs comme catalyseurs de réactions. Les biofilms électroactifs peuvent ainsi étre
présents sur I'anode pour l'oxydation de matieres organiques et/ou a la cathode pour la
production d’un produit d’intérét par réduction d’un composé présent dans I'environnement. La
production de bioH; par utilisation d’une cellule d’électrolyse microbienne (CEM) est un des
systemes électromicrobiologiques existants. La méthode consiste a utiliser des biofilms
électroactifs, uniguement sur I'anode ou sur I'anode et la cathode. Ces derniers vont oxyder la
matiére organique présente afin de générer un flux électronique permettant alors la production
de I'hydrogene au niveau de la cathode par réduction des protons. Contrairement a une
électrolyse de l'eau impliguant 'oxydation de l|'eau, |'électrolyse microbienne est moins
énergivore car elle nécessite une tension plus faible (0,13 V vs 1,4 V) en raison de la présence des
microorganismes (Liu et al. 2012; Thapa et al. 2021). De facon avantageuse, la CEM peut utiliser
de nombreux substrats tels que des effluents issus de la fermentation sombre qui produit
principalement des acides gras a courte chaine ou AGV (acides gras volatils) tels que I'acétate ou

le butyrate.

Ainsi, afin de pouvoir augmenter la quantité d’hydrogene produite et oxyder au maximum les
composés organiques, certaines recherches commencent a combiner la fermentation sombre et
I'électrolyse microbienne (Katuri et al. 2014; Lalaurette et al. 2009; Du et al. 2019). Cela
permettrait de produire, du point de vue stoechiométrique, jusqu’a 12 molu2/molhexose avec une
fermentation pouvant obtenir 4molu2/molgucose par la voie de I'acétate et la CEM permet de
produire également 4moln2/molacstate, €N tenant compte des 2 moles d’acétate produites pour une

mole de glucose. Cependant, ces méthodes nécessitent d’imposer une tension pour augmenter la

23



production du gaz, méme si la tension imposée est plus faible que pour une électrolyse de I'eau

(Lim et al. 2018) (figure 1-2).

Ha Acides
. + H
Effluents (acides)| 2
. H -
Acides | H*
L2
Matiére organique Anode Cathode
Fermentation sombre Electrolyse microbienne

Figure 1-2 : Représentation schématique d'un couplage de la fermentation sombre et de

I'électrolyse microbienne en deux étapes pour la production de bioH2. La premiére étape est une

fermentation des composés organiques en condition anaérobie permettant de produire une

partie du bioH2 et des acides organiques tels que I'acétate ou le butyrate. La seconde étape

consiste a récupérer les effluents issus de la fermentation, contenant les acides afin de les oxyder

a I'aide d’un biofilm électroactif sur I'anode. Dans ces conditions, des protons sont produits mais

également un flux d’électrons dans un circuit électrique, qui est relié a une cathode ol la réduction

des protons en H2 se réalise.
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Une autre approche électromicrobiologique est également possible, c’est I'électrofermentation.
L'électrofermentation est une méthode qui se base sur le faible courant produit par les
microorganismes, ou imposé, afin de favoriser un environnement au voisinage de chaque
électrode pour les microorganismes présents. Cet environnement permettrait de contréler le
métabolisme microbien, notamment en influencant la réduction de cofacteurs suite au
changement du potentiel redox au niveau des cellules, favorisant ainsi la production d’hydrogene.
Ainsi, le courant circulant dans la CEM n’est pas directement proportionnel a la production d’'Hy,

mais favorise un environnement redox permettant cette production.

L'objectif de la these est d’évaluer le couplage des processus liés a la fermentation sombre et a
I"électrolyse microbienne dans un seul et méme systeme, idéalement autonome, afin de produire
du bioH>. Ce travail de these s’est également attaché a étudier une éventuelle spécialisation des
microorganismes au niveau des biofilms microbiens présents sur I'anode et la cathode, en fonction

des conditions expérimentales utilisées.

Pour cela, le manuscrit est divisé en plusieurs chapitres (Figure 1-3) :

- Chapitre 1: I'état de I'art. Cette partie va permettre de faire une mise au point sur les
connaissances actuelles liées a la production d’'H,, les différents matériaux utilisés dans
d’électrolyse microbienne et sur les procédés déja existants combinant la fermentation

sombre et I'électrolyse microbienne ;

- Chapitre 2 : le matériel et les méthodes. Ce chapitre présentera les matériaux, produits et
équipements utilisés ainsi que I'e